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RESUMO

A produgéo intensiva de tilapia (Oreochromis spp.) no Brasil gera grande volume de
residuos, como visceras, que apresentam elevado conteudo proteico e potencial para
aproveitamento biotecnolégico. Este estudo teve como objetivo obter, fracionar e
caracterizar peptideos bioativos a partir das visceras de tilapia, com énfase em suas
atividades antioxidante, antimicrobiana e toxicoldgica, alinhando-se aos principios da
economia circular e sustentabilidade. As proteinas foram extraidas utilizando
solventes organicos, seguidas de dessalinizacdo por cromatografia de exclusao
molecular (Sephadex G-25) e fracionamento por cromatografia de exclusao molecular
(Sephadex G-50), resultando em sete fragbes peptidicas (F1 a F7). A atividade
antioxidante foi avaliada pelo método ABTS-*, utilizando Trolox como padrédo. As
fragbes F4, F5 e F6 demonstraram as maiores atividades antioxidantes (1933,4;
1520,5 e 1546,7 ymol-L™' em equivalentes de Trolox, respectivamente), sugerindo
presenca de peptideos de baixo peso molecular e com residuos de aminoacidos
funcionalmente ativos, como tirosina, triptofano e histidina. A toxicidade das fracoes
foi analisada em larvas de Tenebrio molitor, modelo alternativo que atende aos
principios dos 3Rs. As fragdes foram injetadas em trés doses (10, 40 e 80 ug), com
monitoramento da mortalidade ao longo de 120 horas. A analise estatistica por modelo
linear generalizado (GLM binomial) indicou efeitos dose-dependentes e tempo-
dependentes. As fracbes F4, F5 e F6 apresentaram maior toxicidade (mortalidade =
93,3 % a 80 pg), enquanto a fragado F2 foi a menos toxica, com mortalidade inferior a
40 % mesmo na maior dose. Em contrapartida, nenhuma das fragcbes demonstrou
atividade antimicrobiana detectavel contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa no ensaio de difusdo em disco. Tal resultado pode estar
relacionado a auséncia de peptideos com atividade antimicrobiana ou a limitacéo do
método frente a compostos de baixo coeficiente de difusdo. Conclui-se que as
visceras de tilapia sdo uma fonte promissora de peptideos com atividade antioxidante,
especialmente nas fragbes F4, F5 e F6. A triagem toxicolégica com T. molitor
demonstrou ser eficaz para avaliagao preliminar de toxicidade. Os resultados obtidos
reforgam o potencial da biotecnologia para a valorizagdo de residuos pesqueiros € 0
desenvolvimento de novos ingredientes funcionais com aplica¢des industriais.

Palavras-chave: Peptideos bioativos, Visceras de tilapia, Atividade antioxidante,
cromatografia, atividade toxicoldgica.



ABSTRACT

Vasconcelos. A.V.B. Extraction of peptides with biological activities obtained
from tilapia viscera (Oreochromis spp.). 2025. 101p. Thesis (Doctorate in
Biotechnology) — Graduate Program in Biotechnology, Federal University of Espirito
Santo (UFES), Espirito Santo, Brazil.

The intensive production of tilapia (Oreochromis spp.) in Brazil generates large
volumes of organic waste, particularly viscera, which are rich in proteins and enzymes
and hold biotechnological potential. This study aimed to obtain, fractionate, and
characterize bioactive peptides from tilapia viscera, with an emphasis on antioxidant,
antimicrobial, and toxicological activities, in alignment with principles of circular
economy and sustainable development. Proteins were extracted using organic
solvents, desalted by molecular exclusion chromatography (Sephadex G-25), and
fractionated by molecular exclusion chromatography (Sephadex G-50), yielding seven
peptide fractions (F1 to F7). The antioxidant activity was evaluated by the ABTS-*
radical scavenging assay, using Trolox as the standard. Fractions F4, F5, and F6
showed the highest antioxidant capacities (1933.4; 1520.5; and 1546.7 umol-L™" Trolox
equivalents, respectively), suggesting the presence of low molecular weight peptides
enriched in amino acid residues such as tyrosine, tryptophan, and histidine.
Toxicological evaluation was performed using larvae of Tenebrio molitor as an
alternative in vivo model in compliance with the 3Rs principles. The fractions were
injected at three different concentrations (10, 40, and 80 ug), and larval survival was
monitored over 120 hours. A binomial generalized linear model (GLM) indicated dose-
and time-dependent toxicity. Fractions F4, F5, and F6 were the most toxic (= 93.3 %
mortality at 80 pg), while F2 showed the lowest toxicity, with mortality remaining below
40 % even at the highest dose. Conversely, none of the peptide fractions exhibited
detectable antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, or
Pseudomonas aeruginosa under the disc diffusion assay, possibly due to the absence
of bactericidal peptides or limitations in compound diffusion through the agar matrix. In
conclusion, the tilapia viscera represent a promising source of antioxidant peptides,
with fractions F4, F5, and F6 standing out as candidates for further development. The
use of T. molitor proved to be a viable alternative model for preliminary toxicity

screening. These findings support the valorization of aquaculture by-products as



bioactive resources and provide a foundation for developing functional ingredients for

the food, pharmaceutical, or cosmetic industries.

Keywords: Bioactive peptides; Tilapia viscera; Antioxidant activity; Chromatography;
Toxicological activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contexto econ6bmico social

O Brasil produziu em 2024 662 mil toneladas de tilapia (Oreochromis spp.),
representando 68 % de toda a produgao da psicultura cultivada nacional (Peixe BR,
2025). Ao todo, a produgado nacional de pescados cultivados foi de 968,7 mil
toneladas, fazendo o pais o quarto produtor mundial de tilapia (Peixe BR, 2025). Em
2024, o estado do Espirito Santo foi o 16° maior produtor de tilapia a nivel nacional,
com 20,4 mil toneladas cultivadas (Peixe BR, 2025). Tendo em vista a grande
produgdo de peixes, estima-se a grande quantidade de residuos pesqueiros
produzidos, ja que entre 50 e 70 % se tornem residuos (Olsen; Toppe; Karunasagar,
2014).

O conceito de economia circular propde uma mudanga nos impactos causados pelo
homem ao meio ambiente (Braungart, 2013; Braungart; McDonough; Bollinger, 2007;
Reike; Vermeulen; Witjes, 2018), dando ao residuo um papel principal na sua
reutilizagdo e na mitigacéo de desperdicios. Sob este olhar, os residuos retornam ao
ciclo produtivo convertendo-se em uma nova matéria-prima para formar novos
produtos tecnoldgicos, fechando, assim, o ciclo de producédo (Reike; Vermeulen;
Witjes, 2018). Ao se adotar este tema, espera-se o crescimento sustentavel da
economia por intermédio do surgimento de novas empresas e oportunidades de
empregos, da economia do custo da matéria-prima e da redugdo dos impactos

ambientais (Kalmykova; Sadagopan; Rosado, 2018).

Devido os altos custos de tratamento de efluentes e dos residuos industriais, solucoes
que minimizem o descarte como a reciclagem e reuso, promovendo uma produgao
mais limpa, transforma-se em beneficios as industrias, pois reduz ou sana o0s
problemas gerados pelos descartes destes residuos, como a redugao no consumo de
agua e energia, reducao na geracao de efluentes e na reducdo de custos de
tratamentos de efluentes, além de agregar valor ao que antes nao possuia (Feltes et
al., 2010; Miliute-Plepiene, 2007). Além disto, a empresa ao aderir a um processo de

produgao limpa, apresenta um aumento na competitividade, devido as acgdes
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ecologicas favorecerem ao marketing ambiental, dando a esta industria uma imagem
positiva perante os consumidores e a comunidade, tendo assim um destaque em
relacdo as suas concorrentes que adotam o método tradicional (Ene et al., 2013).
Como exemplo de aproveitamento dos residuos gerados estao a utilizagdo em ragao
animal, produgao de fertilizantes, bioprodutos, enzimas, substancias quimicas, 6leos,

biodiesel (Aguiar; Limberger; da Silveira, 2014).

O assunto sustentabilidade e economia verde ja esta afetando o planejamento e
negocios das empresas no Brasil. Em pesquisa da Confederagdo Nacional da
Industria (CNI), no ano de 2022, a executivos de 1004 empresas industriais de
pequeno, médio e grande porte mostra que 59 % das empresas possuem um estrutura
formal para lidar com o assunto sustentabilidade; 38 % das empresas tem como
prioridade reduzir a geragao de residuos solidos na producao; 45 % das empresas
exigem algum certificado dos seus fornecedores e/ou parceiros de cumprimentos de
critérios ambientais para a contratagdo ou compra de produtos e insumos e 84 % das
empresas ja deixaram de vender algum produto por ndo ter alguma certificacdo ou
seguir algum requisito ambiental em sua cadeia produtiva (CNI, 2022). Assim, é
esperado que este tema tende a ganhar mais espaco e vire um fator decisoério nas

tomadas de decisdes pelas empresas, pelo governo e pela sociedade.

1.2. A tilapia

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (Fotografia 1) pertence a familia Cichlidae
(ordem Cichliformes), grupo de peixes perciformes conhecidos por sua diversidade
adaptativa em ambientes tropicais (Trewavas, 1983). Nativa da Africa e Oriente Médio,
foi introduzida no Brasil na década de 1970 pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (DNOCS), em 1971. Os primeiros espécimes foram introduzidos pelo
DNOCS com o intuito de proporcionar a producao de alevinos para o peixamento
(espécie de repovoamento) dos reservatérios publicos da regido Nordeste, para o
fomento do cultivo e para controle biolégico de mosquitos vetores de dengue e malaria
(Pickler et al., 2017). Contudo, sua proliferacdo descontrolada em reservatorios como
Itaipu (PR) e Trés Marias (MG) levou a classificagdo como espécie invasora

(Agostinho; Vitorino Junior; Pelicice, 2018).
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Fotografia 1 — Tilapia em processo de captura

Fonte: (BRASIL, 2022).

A tilapia é a espécie mais cultivada na aquicultura brasileira, responsavel por 68 % da
producéo nacional (Peixe BR, 2025). Seu sucesso deve-se a caracteristicas como: (I)
Rusticidade: Tolerancia a variagdes de pH (3,7—11,0), oxigénio dissolvido (acima de
0,1 mg/L), aménia (até 7,1 mg-L™") e temperatura (8—42°C) (Abd El-Hack et al., 2022;
Mjoun; Rosentrater; Brown, 2010). (II) Ciclo de vida curto: Alcanga peso comercial
(800g) em 6—-8 meses (Borges, 2009).

A tilapia exibe uma dieta onivora com tendéncia herbivora, consumindo fitoplancton,
macroalgas e detritos organicos (Borges, 2009). Seu trato digestivo inclui um
estdbmago acido (pH 1.4-2.5) e intestino curto, onde enzimas como pepsina, tripsina
e lipase pancreatica garantem eficiéncia metabdlica (Montoya-Mejia; Rodriguez-
Gonzalez; Nolasco-Soria, 2016; Rotta, 2003).
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O corpo fusiforme da tilapia, com comprimento médio de 30—40 cm, € adaptado para
natagdo rapida em ambientes lotados. Sua coloracdo varia de acinzentada a
esverdeada, com nadadeiras dorsais e caudais robustas. A epiderme é recoberta por
muco rico em glicoproteinas. Ela reduz o atrito do animal com a agua e confere ainda

protecao, impedindo a entrada de agentes infecciosos (Moro et al., 2013).

A tilapia é reconhecida por seu perfil nutricional equilibrado, sendo uma fonte
acessivel de proteinas de alto valor biolégico, lipidios saudaveis e minerais essenciais.
A carne contém 13-25 % de proteina, com todos os aminoacidos essenciais
(Hernandez-Sanchez; Aguilera-Morales, 2012). Comparada a outras espécies, como
o salméo (18-24 % de proteina) e o bacalhau (18-21 %), a tilapia apresenta um teor
proteico competitivo, aliado a um baixo teor lipidico (1,5-3 %), composto
principalmente por acidos graxos omega-6 (60 %), como o acido linoleico (C18:2n6),
e omega-3 (5-8 %), como Acido Eicosapentaenoico (EPA) e Acido Docosahexaenoico
(DHA) (Hernandez-Sanchez; Aguilera-Morales, 2012; Marques; Botelho; Guinég, 2019;
Sprague et al., 2020).

Os residuos de processamento oferecem ainda maior potencial nutricional:

e Visceras: Contém 18-25 % de proteina bruta e enzimas digestivas (tripsina,
quimotripsina), além de acidos graxos polinsaturados (Hernandez-Sanchez;
Aguilera-Morales, 2012; Montoya-Mejia; Rodriguez-Gonzalez; Nolasco-Soria,
2016).

e Escamas: Ricas em colageno tipo | (30—40 %) e hidroxiapatita, com aplicagbes

em biomateriais para regeneracao 6ssea (Melo, 2024; Moro et al., 2013)

e Pele: Fonte de gelatina termoestavel (forca de gel 250-300 Bloom), utilizada
em capsulas farmacéuticas e filmes comestiveis (Melo, 2024; Moro et al.,
2013).

e Ossos: Farinha rica em calcio (15-20 %) para fortificacdo de alimentos
(Hemung, 2013).

A economia circular na cadeia da tilapia envolve o aproveitamento integral de todos

os subprodutos. A carne mecanicamente separada € processada em surimi,
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hamburgueres e embutidos (Fogaca et al., 2015). A pele, hidrolisada por métodos
enzimaticos, produz peptideos antioxidantes com aplicagbes em nutracéuticos (Ma et
al., 2022), além de ser utilizada como um curativo oclusivo para tratamentos de
queimaduras (Lima Verde et al., 2021). As Escamas processadas via tratamento
alcalino, rendem hidroxiapatita e biocompostos de gelatina (Melo, 2024). Ja o
tratamento acido, rendem diferentes tipos de colagenos (Chen, Junde et al., 2016; El-
Rashidy et al., 2015; Zakaria; Bakar, 2015). Os ossos e cabega, triturados e
desengordurados, produzem farinha utilizados para a industria alimenticia em geral,
com énfase na panificagdo (Akullo; Kigozi; Muyonga, 2020; Fong-in et al., 2020;
Monteiro et al., 2018). As visceras: Submetidas a hidrolise, produzem biocompostos
que apresentam atividade anti-hipertensiva, redutora do estresse oxidativo e
diminuicdo do dano renal (Riyadi et al., 2021, 2020).

1.3. Peptideos bioativos

Peptideos bioativos sdo fragmentos proteicos capazes de exercer efeitos fisioldgicos
especificos nos sistemas biologicos (Kitts; Weiler, 2003). Sdo formados por 2 a 20
residuos de aminoacidos (Moller et al., 2008). A liberacdo desses peptideos pode
ocorrer naturalmente durante a digestao ou por meio de processos controlados, como
hidrélise enzimatica ou fermentacao. Uma vez obtidos, esses compostos podem atuar
como agentes antioxidantes, antimicrobianos, imunomoduladores, anti-inflamatérios e
anti-hipertensivos, dependendo de sua sequéncia e conformagao estrutural (Sanchez;
Vazquez, 2017). Seu mecanismo de acgao varia conforme a funcao: antioxidante,
antimicrobiano, antitrombdético, anti-hipertensivo, opioide e imunomodulador
(Sanchez; Vazquez, 2017). A composic¢ao e a sequéncia dos aminoacidos determinam
a atividade dos peptideos uma vez que sdo liberados da proteina precursora onde
estao criptografados. Geralmente, eles sdo obtidos através da hidrélise enzimatica,
fermentagao microbiana e sintese quimica (Sanchez; Vazquez, 2017). Devido a essas
propriedades, os peptideos bioativos despertam grande interesse nas industrias de
alimentos funcionais, farmacéutica e cosmética, sendo considerados ingredientes-
chave no desenvolvimento de produtos com alegacdes de saude e alto valor agregado
(Haque; Chand; Kapila, 2008; Lemes et al., 2016; Moldes; Vecino; Cruz, 2017).
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1.4. Analise toxicolégica

A analise toxicologica € um componente essencial na avaliagdo da seguranga de
substancias quimicas, extratos biolégicos e compostos farmacéuticos, sendo
tradicionalmente realizada em modelos vertebrados (Gusain; Sharma; Dixit, 1994;
Hamed; El-Sayed, 2019; Saoudi et al., 2008; Zhang, Jiahui et al., 2024). No entanto,
a crescente demanda por métodos éticos, sustentaveis e economicamente viaveis tem
impulsionado a ado¢ado de modelos alternativos, que adotem o conceito dos 3Rs —
Replacement (Substituicdo), Reduction (Reducédo) e Refinement (Refinamento),
propostos por Russel e Burch, (1959), sao principios fundamentais que foram
propostos para conduzir o uso de animais em pesquisas éticas, testes ou educacional,
visando minimizar o sofrimento animal e promover praticas mais humanas e
responsaveis na pesquisa biomédica. (Aske; Waugh, 2017; Tornqvist et al., 2014),
sendo hoje adotado como um conceito chave para o uso humano em pesquisas em
legislagbées de importantes nagodes, inclusive do Brasil (Tornqgvist et al., 2014). Entre
estes modelos alternativos, se destaca o uso do inseto Tenebrio molitor, conhecido
como larva de tenébrio, um inseto terrestre, cujo a larva € largamente utilizada para a
alimentacdo de animais, como aves. Esse organismo oferece diversas vantagens
como modelo experimental: possui facil manejo, baixo custo de manutengao,
desenvolvimento rapido e auséncia de barreiras éticas rigorosas (Sun et al., 2025).
Trabalhos anteriores ja utilizaram este modelo de estudo para o estudo de toxicidade
repelentes (Buneri et al., 2019), microplasticos (Ding et al., 2024), nanoplasticos (Sun
et al., 2025), micotoxinas (Jankovi¢c-Tomani¢ et al., 2024, 2019) e medicamentos
(Braga et al., 2024). O seu uso permite apresentar respostas fisiologicas e
imunolégicas conservadas que permitem a extrapolagdo preliminar de dados
toxicolégicos (Brai et al., 2023). Estudos demonstram que a aplicagao de substancias
téxicas em T. molitor — seja por injeg¢ao, ingestdo ou contato — pode desencadear
respostas mensuraveis, como mortalidade, alteragdes comportamentais, variacoes
morfolégicas e marcadores bioquimicos de estresse oxidativo ou inflamacgao, podendo
imitar muitos dos aspectos das respostas que os mamiferos teriam ao agente téxico
(Braga et al., 2024; Brai et al., 2023; Sun et al., 2025) .
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1.5. Atividade antioxidante

Diversos ensaios foram introduzidos para a medida de ensaios de atividade
antioxidantes totais de fluidos corporais (Miller et al., 1993; Whitehead; Thorpe;
Maxwell, 1992), extratos alimenticios (Rice-Evans; Miller, 1995; Salah et al., 1995;
Wang; Cao; Prior, 1996) e compostos puros (Kono et al., 1995; Miller et al., 1993).
Cada método relata a geragao de um radical diferente, atuando sobre uma variedade
de mecanismos. A geragcdo do radical catibnico ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), ABTS"*, constitui a base de um dos métodos que tem
sido aplicado a medicao da atividade antioxidante total de solugdes de substancias
puras, misturas aquosas e bebidas. O ensaio original utilizando ABTS** foi baseado
na ativagdo da metamioglobina com peroxido de hidrogénio na presenga de ABTS
para produzir o radical catidnico, na auséncia ou presenga de um antioxidante (Scott
et al., 1993). Este método sofreu criticas devido que a rapida reacdo antioxidante
também poderia contribuir para a redugdo da mioglobina. Assim, estudos levaram a
ensaios que possuissem técnicas de descoloragdo utilizando um radical gerado
estavel antes da reagcdo com agentes antioxidantes. A técnica melhorada para a
geragao do radical ABTS™ utilizada neste trabalho, envolve a utilizagdo de um
cromoforo de ABTS™ que surge apds a reagao com persulfato de potassio (Re et al.,
1999). Neste ensaio, o radical ABTS'" de coloragéo azul/verde é convertido de volta a
sua forma neutra (ABTS) incolor. Esses resultados sdo comparados aos realizados
com ao padrdo Trolox (Acido (#)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico),
um analogo da vitamina D, fornecendo as amostras analisadas uma comparagao do

seu “poder antioxidante” (Van Den Berg et al., 1999).

Para tentar se inserir nas mudangas econdmicos-sociais provocadas pela maior
preocupacao da sociedade em relagdo ao meio ambiente, o Laboratorio de Bioquimica
e Biofisica Molecular de Proteinas (LBBMP) da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) juntamente com o Laboratério de Processamento de Pescado e o
Laboratério de Analise de Alimentos do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia do Espirito Santo (IFES) - campus Piuma, vem buscando alternativas de
inovar e atender a estas demandas dentro de sua area de conhecimento. O LBBMP
atua principalmente na caracterizagcao e estabilizagdo de proteinas e enzimas de

origem agricola (bovina e pesqueira) com interesse industrial. Embora atue a apenas
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5 anos com o estudo pesqueiro, o grupo apresenta pesquisas ja publicas em obtengao
de enzima lipase provenientes de tilapias e compostos bioativos provenientes de
visceras de peroa (Balistes capriscus). Assim, a busca por inovagao estimulou o inicio
das atividades de pesquisas para a obtencdo de compostos bioativos provenientes de

visceras de tilapia.
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2. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

2.1. HIPOTESE

Se o processo de extracao e fracionamento de peptideos a partir de visceras de tilapia
(Oreochromis spp.) for otimizado para enriquecer fragées com atividade antioxidante
significativa, entdo os peptideos mais potentes nessas fragées serdo majoritariamente
associados a componentes que exibem alta toxicidade, exigindo, consequentemente,
que etapas adicionais de purificacdo seletiva ou estratégias de modificagao molecular
sejam empregadas para a viabilizacdo de produtos bioativos seguros e

economicamente competitivos.

2.2. JUSTIFICATIVA

O crescente interesse global por solugdes inovadoras em saude, nutricdo e bem-estar
tem impulsionado a prospecc¢ao de biomoléculas bioativas a partir de fontes naturais.
Neste cenario, a valorizagao de subprodutos industriais, frequentemente descartados,
emerge como uma estratégia inteligente e sustentavel. O presente projeto justifica-se
pela convergéncia do notavel potencial biotecnoldgico intrinseco aos residuos da
aquicultura, com a premente necessidade de adogao de praticas de economia circular

e a busca por um selo verde que ateste 0 compromisso ambiental.

A tildpia (Oreochromis spp.) € uma das espécies de peixe mais cultivadas
mundialmente, gerando volumes substanciais de visceras — um residuo atualmente
subutilizado. Essa biomassa, conforme estimativas e dados preliminares da literatura,
€ uma fonte potencialmente rica em proteinas e peptideos, que podem ser
transformados em produtos de alto valor agregado. A ineficiéncia do descarte atual
gera um passivo ambiental consideravel e um desperdicio de recursos que poderiam
ser reintegrados na cadeia produtiva. O potencial biotecnolégico das visceras reside
na sua composi¢cao bioquimica. Peptideos derivados de fontes aquicolas sao
amplamente reconhecidos na literatura por sua diversidade de atividades biolégicas,
incluindo propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-hipertensivas, entre
outras. A exploragdo desses compostos oferece uma oportunidade unica de

desenvolver ingredientes funcionais para as industrias alimenticia, farmacéutica e
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cosmeética, agregando valor a um material de baixo custo. A abordagem proposta
alinha-se perfeitamente aos principios da economia circular. Ao invés de tratar as
visceras de tilapia como um efluente, este projeto busca redefini-las como uma valiosa
mateéria-prima. Essa estratégia ndo apenas contribui para a minimizagado do impacto
ambiental do setor aquicola, mas também fomenta a criagdo de novas cadeias de
valor, promovendo a sustentabilidade e a eficiéncia no uso de recursos. A
transformacao de residuos em coprodutos valiosos confere um "selo verde" intrinseco

ao processo e aos futuros produtos derivados.

Finalmente, a competéncia do laboratdrio para conduzir esta pesquisa € um diferencial
fundamental. Nosso grupo de pesquisa possui expertise consolidada e infraestrutura
adequada em bioquimica de proteinas e peptideos, abrangendo desde metodologias
de extracdo e purificacdo de macromoléculas (como cromatografia de exclusao
molecular) até a avaliagcao de diversas atividades biolégicas. Essa experiéncia prévia
e o conhecimento técnico garantem a capacidade de abordar os desafios inerentes a
prospecgao, fracionamento e caracterizacdo de biomoléculas complexas,
assegurando a robustez metodoldgica e a credibilidade dos resultados a serem

gerados.

Em sintese, a realizagcdo deste projeto € estrategicamente justificada pela
oportunidade de converter um residuo abundante em uma fonte de inovacéao
biotecnoldgica, contribuindo para a sustentabilidade e a bioeconomia, e sendo

plenamente viavel pela experiéncia e recursos do nosso grupo de pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial biolégico de peptideos obtidos a partir das visceras de tilapia
(Oreochromis spp.), por meio de extracao, fracionamento e caracterizagdo de suas

propriedades antioxidantes, toxicoldgicas e antimicrobianas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Extrair proteinas e peptideos das visceras de tilapia utilizando métodos

baseados em solventes organicos;
e Obter um extrato bruto dessalinizado;
e Obter fragdes proteicas provenientes do extrato bruto;
¢ Avaliar a atividade antioxidante total das fra¢des obtidas pelo ensaio ABTS;
¢ Investigar o perfil toxicolégico das fracbes em larvas de Tenebrio molitor;

e Analisar a atividade antimicrobiana das fragcbes frente a cepas padrao de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa;

e Relacionar os dados biologicos obtidos com as caracteristicas fisico-quimicas

e possiveis estruturas dos peptideos presentes nas fragoes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

Da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) foram adquiridos: acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e Acido (z)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxilico (Trolox). A agua reagente Tipo | foi purificada com um sistema de agua
Barnstead nanopure Diamond Ultrapure (Barnstead International, Dubuque, EUA). Da
Synth (Diadema, BRA) foi adquirido: acido cloridrico (HCI). Da Vetec (Duque de
Caxias, BRA) foram adquiridos: hidréxido de sédio (NaOH). Da Dinamica (Indaiatuba,
BRA) foram adquiridos: acetona Padrao Analitico (PA), etanol PA, persulfato de
potassio (K2P20s) e cloreto de sddio (NaCl). Da Animalia&Cia (Esmeraldas, Brasil)
foram adquiridas as larvas de Tenebrio molitor e a ragao. Os espécimes de Tilapia
foram adquiridas no Restaurante Lagoa do Juara (Serra, BRA), Peixaria Recanto da
Tilapia (Serra, BRA), Zé Tilapia (Vila Velha, BRA), Peixaria do Pether (Vitoria, BRA) e
Peixaria Capixaba (Vitéria, BRA).

4.2. COLETA E PREPARO DE AMOSTRA

As amostras de tilapias (Oreochromis spp.) foram coletadas através de amostragem
aleatdria simples em mercados locais dos municipios de Vitéria, Vila Velha e Serra no
estado do Espirito Santo, Brasil. Foram realizadas 6 compras, 2 em cada municipios.
Em cada peixaria foram adquiridos 3 espécimes com peso minimo de 800g. Todos os
animais estavam previamente abatidos, porém n&o processados, sem sinais de
deterioragdo e com todos os 6rgaos preservados e sem a presenga de abertura
abdominal. As aquisicbes foram realizadas no mesmo dia. Os 18 peixes foram
mantidos a temperatura entre 1 e 5 °C, em caixa isotérmica, com gelo desde o
momento da compra até o encaminhamento ao Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFES (LBBM), onde foi acondicionado em geladeira a 4 °C, até o
processamento no mesmo dia, no periodo vespertino. A temperatura do laboratdério foi
mantida, com o uso de ar-condicionado, para 22 °C. Antes do processamento, 0s
peixes foram lavados e o peso de cada individuo integro foi anotado, para calculo de

rendimento dos residuos. Com o auxilio de uma faca, foi realizada uma abertura
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longitudinal na barriga para a retirada das visceras (figado, intestino, rins, gbnada,
bexiga natatéria, coragao e branquias). Cada peixe esviscerado e suas visceras foram

pesados em separado.

4.3. EXTRACAO DE PROTEINA

A extragdo das proteinas foi realizada no LBBMP e no Laboratério Multiusuario de
Anadlises Biomoleculares (LABIOM) da UFES que disponibilizou a centrifuga 5804R
(Eppendorf, Hamburgo, ALE) e o espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA). Para a extracao foi utilizado o método de extragdo com
solvente organico (acetona) adaptado para lipase de visceras de tilapias (Kishimura;
Hayashi, 2002; Patchimpet; Sangkharak; Klomklao, 2019). O peso de 77,00 £ 6,00 g
de visceras de tilapia foi submetida a cinco processos sequenciais para a extracdo de

proteina:

I) As visceras das 18 amostras do item 4.2 foram trituradas e homogeneizadas
utilizando um liquidificador com adigédo de agua a 4 °C o até o ponto de pasta. Uma

fragdo do homogenato de visceras foi selecionada e pesada para extragao.

II) O peso selecionado foi adicionado a razdo de 1:3 (m-v™') de acetona PA e a mistura
foi deixada sob agitagdo em um agitador magnético Cimarec SP131635Q (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 800 rpm, por 30 min a -20 °C;

[11) apés 30 min, a mistura foi filtrada utilizando compressas de gaze 13 fios-cm™,
como material filtrante, em um funil de vidro. O sélido retido na filtragao foi pesado e
a ela foi adicionada a razao de 1:2 (m-v™") de acetona PA e deixados sob agitacao

novamente em um agitador magnético a 800 rpm, por 30 min a —20 °C;

IV) a mistura foi filtrada e o solido foi deixado secar, em uma capela de exaustao, em
temperatura ambiente por 10 minutos. Apés isto, o sélido foi pesado e ressuspendido
em uma razdo de 1:9 (m-v™') em agua destilada contendo 1000 mmol-mL~' de NaCl

e deixado sob agitacdo em um agitador magnético a 800 rpom, por 30 min a 4 °C;

V) a mistura obtida foi submetida a centrifugagéo por 30 min a 4 °C e 5000 g e 0

sobrenadante resultante foi coletado, analisado em relagdo a concentracdo de


http://store.clarksonlab.com/SP131635Q.aspx
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proteinas estimada a 280 nm (1,0 Abs = 1 mg-mL-"), conforme descrito por Stocheck,
(1990), e denominado “extrato proteico”. O extrato proteico obtido foi utilizado para as

analises de caracterizacao enzimatica.

4.4. DESSANILIZACAO DO EXTRATO PROTEICO BRUTO POR
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

Com o objetivo de retirar o sal adicionado na fase de extragdo das proteinas, foi
realizada uma cromatografia liquida de exclusdo molecular de bancada com uma fase
estacionaria de 69 cm™ de resina Sephadex® G-25, limite de exclusdo de 5.000 Da
(Pharmacia Biotech, Estocolmo, Suécia), montada em uma coluna com 2,5 cm de
didmetro interno e 17 cm de altura. Em cada corrida foram adicionados
aproximadamente 1,5 g de extrato bruto. A elui¢cao foi do tipo isocratica e a fase mével
foi composta por agua destilada acidificada com HCl a pH 3,0 a 4 °C. As amostras
foram eluidas em um fluxo de 0,20 mL-min~' controlado por uma bomba peristaltica
Masterflex® 77122-02 (Thermo Fisher Scientific, Barrington, Estados Unidos da
América) e em temperatura constante de 4 °C. As coletas foram realizadas a cada 8
min (1,6 mL) usando um coletor automatico Frac-200 (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia). Em cada tubo de coleta utilizado foi adicionado, previamente, 50 yL de acido
acético 60 % (p-v~"). Entre o final e o inicio de uma nova corrida, foram passados o
equivalente a dois volumes de coluna de fase movel para a retirada de residuos de
sais. Para o acompanhamento e separagao das amostras contendo proteinas e/ou
sal foram utilizados o espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, Estados Unidos da América) localizado no LABIOM e do condutivimetro
Ak52 (Akso, Sao Leopoldo, Brasil) cedido pelo departamento de Ciéncias Fisiologicas
da UFES. As amostras contendo absor¢gdo em 280 nm foram reunidas, congeladas
em —85 °C e liofilizadas no equipamento Liotop® L101 (Liobras, Sao Carlos, Brasil) a
-55°C.

4.5. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO MOLECULAR PARA A
SEPARACAO DE BIOMOLECULAS
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A fim de separar o extrato protéico dessalinizado em fragcdes de diferentes massas,
foi realizada uma cromatografia de gel filtragdo de bancada contendo 269 cm? de
resina Sephadex® G-50 (Pharmacia, Estocolmo, Suécia), faixa de separacao entre
1.500 e 30.000 Da, montada em uma coluna com 2,2 cm de diametro interno e 75 cm
de altura. Em cada corrida foram adicionados aproximadamente 1,0 g de extrato
protéico dessalinizado. A eluicao foi do tipo isocratica. As amostras foram eluidas em
um fluxo de 0,15 mL-min-" controlado por uma bomba peristaltica Masterflex® 77122-
02 (Thermo Fisher Scientific, Barrington, Estados Unidos da América) e em
temperatura constante de 4 °C. A fase modvel foi composta por agua destilada
acidificada pH 3,0 a 4 °C. As coletas foram realizadas a cada 14 minutos (2,1 mL)
usando um coletor automatico Frac-200 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). Foi
realizado a leitura das amostras coletadas em 280 nm através do espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific, Waltham-EUA) localizado no LABIOM. As
curvas cromatograficas foram tratadas matematicamente pelo método de
deconvolugdo multiplos picos, considerando-se os picos de forma gaussiana,
utilizando o software OriginPro® 9 (OriginLab Corporation, Northampton, EUA). As
amostras foram reunidas em 7 grupos, congeladas em —-55 °C e liofilizadas no

equipamento Liotop® L101 (Liobras, Sao Carlos, Brasil).

4.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DAS
FRACOES CROMATOGRAFICAS

Um dos métodos mais utilizados para se obter a atividade antioxidante € através da
captura do radical ABTS'*, que pode ser gerado por uma reacao quimica, eletrolitica
ou enzimatica. Com esta metodologia pode-se medir a atividade de compostos de
natureza hidrofilico e hidrofébicos. A metodologia utilizada foi adaptada de Rufino et
al., (2007). Foram preparadas solugdes estoques de ABTS 7 mmol-L~!, K2P20g 140
mmol-L~!, além de uma solugédo de trolox 2 mmol-L-' em etanol PA. A solugdo de
radical ABTS* foi preparado através da adicao de 5 mL da solugéo estoque de ABTS
com 88 pL da solugao estoque de K2P20s. A solugéo resultante foi armazenada em
temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas. Estas atividades descritas
foram realizadas no LBBM com a utilizagdo da balanga Shimadzu AP225WD

Shimadzu (Shimadzu, Kioto, Japao), localizada no LABIOM. Apds este o periodo de
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16 horas, diluiu-se 1 mL desta mistura em etanol até obter uma absorbancia de 0,70
+ 0,05 a 734 nm. Para o preparo da solucdo de trolox foi utilizado um
espectrofotbmetro Shimadzu® UV-1280 (Shimadzu, Kioto, Japao) localizado No

Laboratdrio de Biotecnologia Aplicada ao Agronegdcio da UFES (LBAA).

Para a obtencé&o da curva-padrao do trolox, diluiu-se a solugéo padrao de trolox 2.000
pumol-L=" (2 mmol-L™") com etanol a fim de obter as concentragées finais de 100
pumol-L~", 500 ymol-L~", 1.000 ymol-L~*, 1.500 ymol-L~" e 2.000 ymol-L~'. Em seguida,
30 uL de cada amostra descrita acima foram adicionadas em 3,0 mL da solucao de
radical ABTS™*, homogeneizando por 30 segundo em um agitador de tubos e
aguardando 6 minutos para a leitura da amostra em 734 nm em um espectrofotdmetro
Shimadzu® UV-1280 (Shimadzu, Kioto, Jap&o) localizado No Laboratério de
Biotecnologia Aplicada ao Agronegocio da UFES (LBAA). Todos as etapas do
experimento foram realizadas no escuro e em triplicatas e os dados foram expressos

como média (n = 3) + desvio padrao.

Para a realizagdo do ensaio com as amostras, os 7 grupos de fracdes proteicas
selecionadas, foram pesados 20 mg de cada fracdo e adicionados em tubos.
Adicionou, em seguida, 3,0 mL de solugdo de radical ABTS**, homogeneizando por
30 segundo em um agitador de tubos e aguardando 6 minutos para a leitura da
amostra em 734 nm em um espectrofotdbmetro Shimadzu® UV-1280 localizado no
LBAA.

Os valores de absorbancia obtidos foram utilizados na equacéao de reta da curva
padrao de Trolox para obter o resultado em equivalentes a concentragao de Trolox.
Todos as etapas do experimento foram realizadas no escuro e em ftriplicatas e os

dados foram expressos como média (n = 3) £ desvio padréo.

4.7. AVALIACAO DA TOXICIDADE DAS FRAGOES EM Tenebrio molitor

A fim de realizar uma analise toxicolégica com modelo alternativo nas sete fragcbes
proteicas, optou-se por utilizar, como cobaias, T. molitor. A metodologia adotada foi a

de Braga et al., (2024), com modificagdes. Para isto, 500 Tenébrios, com idade entre



37

4 e 5 semanas, foram acondicionados em uma caixa plastica com 25 cm de largura,
36 cm de comprimento e 32 cm de altura, mantidos em temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. A tampa da caixa foi modificada com a inclusao de 25 furos
de 1 cm de didmetro. Os insetos foram alimentados ad libitum com uma mistura
composta por farelo de trigo (50 %) e ragéo para crescimento de pintinhos (50 %).
Como fonte de umidade foram utilizadas rodelas de abobrinha italiana (Cucurbita
pepo). As larvas de T. molitor ndo apresentavam lesdes corporais ou melanizagbes
visiveis até o inicio do experimento. No dia do experimento, as larvas foram
aleatoriamente divididas em populagdes de 10 individuos e mantidos durante todo o
experimento em potes de plastico de 300 mL com tampa modificada com 4 furos de 5
mm de diametro. De cada populacéao foi obtido o peso médio de cada larva. Com o
auxilio de uma seringa tipo Hamilton com capacidade para 50 pL, as substancias
testes foram inoculadas na terceira pata falsa das larvas. No grupo controle, as larvas
receberam injecdo de 5 uL de agua destilada; ja nos grupos experimentais, as larvas
receberam 5 yL de uma solu¢do aquosa contendo 10, 40 ou 80 ug dos extratos
proteicos F1, F2, F3, F4, F5, F6 ou F7. Cada grupo de pesquisa foi composto por trés
populagdes de tenébrios com 10 espécimes cada, com cada populagdo tendo um
extrato protéico preparado e aplicado em separado, portanto, cada grupo foi formado
por 30 tenébrios divididos em trés populacdes distintas. Apds este procedimento, as
larvas de T. molitor foram monitoradas durante cinco dias para avaliacdo da sobrevida
de cada grupo. Animais mortos foram caracterizados como os que apresentavam
marcas extensas de melanizacido, encolhimento, falta de irritabilidade e nenhum
movimento apos estimulo, sendo removido do experimento tdo logo se tenha notado.

Os resultados dos dados foram expressos como média (n = 30) £ desvio padrao.

4.7.1. Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas foram conduzidas com o objetivo de avaliar a toxicidade de 7
fracbes diferentes em Tenebrio molitor, considerando como variavel resposta a
mortalidade dos individuos ao longo de 5 periodos (24, 48, 72, 96 e 120 h) e trés doses
(10, 40 e 80 pg). Para cada condicao (fracdo x dose x tempo), foram utilizados dez

insetos, divididos em 3 repeticoes de 10 individuos. Para a confirmagcao de que os
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resultados obtidos sejam significativos, foi realizado uma regressédo logistica
generalizada, utilizando um modelo linear generalizado (GLM binomial) adequada
para variaveis de resposta binaria (morto/vivo). O modelo incluiu como preditores os
fatores ‘fragdo’, 'dose’ e 'tempo’, além de suas interagbes de primeira e segunda
ordem. A variavel resposta foi construida a partir do numero de mortos e sobreviventes
por repeticdo. Os modelos foram ajustados utilizando a fungdo 'gim’ da biblioteca
'statsmodels' em Python, com familia binomial e fungdo de ligagao logit (Seabold;
Perktold, 2010). Foram realizados ensaios com a com e sem a presencga do grupo

controle.

As comparagdes multiplas entre fragdes foram realizadas por meio do teste de Tukey
(HSD) com nivel de significancia de 5,0 % (a = 0,05), considerando a mortalidade
percentual no tempo final (120 h). O teste foi conduzido utilizando a fungao
‘pairwise_tukeyhsd' da biblioteca 'statsmodels’ (Seabold; Perktold, 2010). Os
resultados foram organizados em forma de tabela e visualizados por meio de heatmap

binario de significancia estatistica.

4.8. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliagao da atividade antimicrobiana das fragdes foi realizada por meio da técnica
de difusdo em disco, conforme o trabalho de Ribeiro, (2024). Para o ensaio, utilizaram-
se cepas padrao da American Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), provenientes do Laboratério de Ecologia Microbiana do Instituto
Federal do Espirito Santo, campus Piuma (IFES Piuma). As bactérias criopreservadas
foram reativadas e inoculadas em placas com agar nutriente, a fim de obter culturas
frescas apds aproximadamente 18 horas de incubacgao a 37 °C. Posteriormente, foram
preparadas suspensdes bacterianas em solugdo salina estéril (0,85 % p-v),
ajustadas para uma densidade de 102 ufc:-mL™ com base na escala MacFarland 0,5,

utilizando leitura espectrofotométrica a 630 nm.

Utilizando um swab estéril, as suspensdes foram distribuidas uniformemente na
superficie de placas contendo Agar Miiller Hinton. Em seguida, discos de papel filtro

com 6 mm de didmetro receberam 10 yL de cada amostra, contendo 30 ug, e foram
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submetidos a secagem em capela de fluxo laminar. Em cada placa, trés discos de
cada amostra foram aplicados, juntamente com discos impregnados com diferentes
antibidticos comerciais, utilizados como referéncia. Apos a incubagéo das placas a 37
°C por 24 horas, mediu-se o diametro dos halos de inibicdo para determinar o efeito

antimicrobiano.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. EXTRAGCAO DE PROTEINAS

Para o calculo de rendimento das visceras, as amostras de tilapias (n = 18) foram
pesadas inteiras e novamente apos a evisceracdo e retirada das branquias. Os
resultados de peso das tilapias inteira, o peso das visceras e 0 peso das proteinas
extraidas sao apresentados na Tabela 1. Os extratos proteicos analisados possuem

38 + 1,0 mg de proteina por grama de viscera de tilapia.

Tabela 1 — Rendimento das extragoes das visceras de tilapia (Oreochromis spp.). As
porcentagens de peso total das tilapias, peso total das visceras, peso total de
proteinas das visceras considerando uma projecao da média por g de viscera, sdao

apresentadas em grama (g) e em porcentagem de peso total (%).

Amostra peso (9) peso total (%)

Tilapia inteira 875,00 + 11,00 100,00, + 15,00
Visceras 77,00 + 6,00 8,80 + 1,00
Proteinas das visceras 3,10 + 0,30 0,35 + 0,01

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com a Tabela 1, o peso médio das tilapias utilizadas foi de 875 g. As
visceras correspondem a 8,80 % do peso total da tilapia em base umida, valores
préximos aos encontrados por Souza e Maranhao, (2001) (entre 8,69 e 10,90 %) e
Freitas e Gurgel, (1984) (11,2 %). Em relagéo as proteinas das visceras, em média a
cada 77,00 g de visceras, 3,10 g eram de proteinas, ou 4,06 g de proteinas a cada
100 g de visceras de tilapia em base umida (4,06 %). Valores semelhantes aos
encontrados para a tilapia por Suprayitno et al., 2019) (3,10 %). Em relagéo a outras
pesquisas utilizando espécies de peixes distintas, os valores de proteinas presentes
em visceras sdo bastantes variados. A Catla (Catla catla), um peixe de agua doce
encontrada no sul da Asia, possui 8,52 % de proteinas (Bhaskar et al., 2008). Ja as
espécies de Salmao-rosa (Oncorhynchus gorbuscha) (15,30 %), Truta-arco-iris
(Onchorhynchus mykiss) (15,00 %), Sardinha europeia (Sardina pilchardus) (15,76 %)

e Bacalhau (Gadus Morhua) (14,90 %) possuem teores préximos entre si
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(BechtelECHTEL, 2003; Kechaou et al., 2009; Slizyte et al., 2005; Taheri et al., 2013).
Ja o Atum Cavala (Euthynnus affinis) possui teor de proteinas nas visceras em base
umida de 65,04 % (Salwanee et al., 2013). Esses resultados demonstram a grande
variacao entre as espécies, visto que sdo seres de diferentes tamanhos, formatos,

géneros, habitat e tipo de alimentacéo.

Esse processo de extragdo utilizando solventes orgénicos tem como objetivo principal
a concentracao de proteinas. Adicionalmente, nosso objetivo foi preparar uma mistura
homogénea de visceras trituradas com a menor quantidade possivel de gordura e
outros componentes indesejaveis possivel (He; Franco; Zhang, 2013), ja que estes
constituintes contribuem para a oxidagao do extrato (Kristinsson; Rasco, 2000), além
de odores desagradaveis e compostos altamente toxicos (Dong et al., 2008). Além
disto, a utilizacdo de solventes organicos, como a acetona, minimiza a degradacgao
por bactérias (Kristinsson; Rasco, 2000). Entretanto a utilizagdo de solventes
organicos, durante a etapa de extracdo, promove a diminuigdo da solubilidade e
dispersibilidade das proteinas (Klompong et al., 2007). Apesar disso o método se

mostrou confiavel e com rendimento considerado suficiente para um escalonamento.

Apos confirmada a presenca de proteina no extrato proteico, 3,10 g a cada 77,00 g de
visceras, através de estimativa espectroscopica da medida de absorcdo em 280 nm

seguiu-se para a purificagéo das proteinas e peptideos.

5.2. DESSALINIZAGCAO DO EXTRATO PROTEICO BRUTO

O extrato proteico bruto obtido na segao 4.3 foi submetido a uma cromatografia de
exclusao molecular em escala de bancada, uma coluna preenchida com Sephadex®
G-25, com o objetivo de remover os sais provenientes do processo de extragao
anterior. Como pode ser visto no Grafico 1, as amostras coletadas apresentaram
valores residuais de absorbancia a 280 nm entre os tubos de coleta 1 (1,6 mL) e 39
(62,4 mL). A partir do tubo 45 (64,0 mL), inicia-se um aumento na absorgao até atingir
a absor¢ao maxima no tubo 55 (88,0 mL), seguido por uma reducao até o tubo 75
(120,0 mL), onde as amostras coletadas voltam a apresentar valores residuais para a

absorcao em 280 nm.
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Grafico 1 — Cromatografia de exclusdo molecular do extrato proteico bruto de
visceras de tilapia. A eluigcao foi realizada a um fluxo constante de 0,20 mL-min™,
utilizando como fase estacionaria a resina Sephadex® G-25 e como fase mével agua
destilada acidificada (pH 3,0), sob temperatura controlada de 4 °C. As fragoes foram
coletadas a cada 8 minutos (1,6 mL). A absorbancia a 280 nm (indicada em preto) foi
utilizada para monitorar a presencga de proteinas, enquanto a condutividade (indicada

em vermelho) permitiu o acompanhamento da presencga de sais residuais.
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Fonte: dados da pesquisa.
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Em relacdo a condutividade aferida, os valores permaneceram abaixo de 0,04
mS-cm™" até o tubo 99 (158,4 mL), ponto a partir do qual observou-se um aumento
progressivo, atingindo o valor maximo em 0,51 mS-cm™" no tubo 113 (180,8 mL). Apds
esse pico, a condutividade diminuiu gradualmente até o tubo 133 (212,8 mL), quando

os valores retornaram abaixo de 0,04 mS-cm™.

A utilizag&do da resina Sephadex G-25 para a dessalinizagdo de amostras € bastante
difundida, devido a sua facilidade de uso e ainda sua eficiéncia. Cummings e Kornfeld
(1982) retiraram sais ap6s o processo de digestdo da tiroglobulina, Helmerhorst e
Stokes (1980) criaram um método de dessalinizagdo de pequenos volumes de
proteinas (50-200 pL) utilizando uma coluna acoplada a um tubo de ensaio
rotacionando em uma microcentrifuga. Os sais descritos aqui ndo se limitam aos sais
inorganicos, como o NaCl adicionado durante a fase de extragdo, mas incluem os sais
organicos, por exemplo amino acidos carregados e acidos organicos presentes
naturalmente na composicdo dos 6rgdos utilizados (Huang; Guiochon, 1989;
Stahlberg; Jonsson; Horvath, 1991).

Essa etapa de dessalinizagao é de alta importancia para a cadeia do processo, pois
ao realizar uma cromatografia sem a dessalinizagdo da amostra, ocorrera o aumento
das interferéncias provocadas pela interacao idnica dos ions dos sais, por processo
denominado Salting out, que resultara em mudangas nas propriedades da proteina,
por exemplo, possibilidade de precipitar durante o processo cromatografio, e a
superficie da coluna, por exemplo, alterando o perfil da corrida cromatografica
(Tsumoto et al., 2007). Portanto, a realizagdo de uma dessalinizagéo eficiente da
amostra € necessaria para que se obtenha resultados mais precisos nos processos
seguintes. Apds a cromatografia foram separadas as fracdes que apresentaram a
absorcgao, em 280 nm, maior do que 0,060, agrupando-os em um unico recipiente, que
foram em seguida liofilizados e armazenados a 4 °C até a realizagao da proxima etapa

de cromatografia.

A deteccao a 280 nm baseia-se na absor¢cao especifica de residuos aromaticos,
especialmente triptofano, tirosina e, em menor grau, fenilalanina. Assim, o aumento
observado da absorbancia entre os tubos 45 (64,0 mL) e 75 (120,0 mL) sugere a
eluicdo de amostras ricas em proteinas ou peptideos com tais residuos. Esse perfil €

coerente com a seletividade por exclusdo de tamanho da matriz Sephadex G-25, que



44

permite a rapida eluicdo de macromoléculas com massa molecular superior a
aproximadamente 5 kDa, enquanto pequenas moléculas, como ions, permanecem
retidas nos poros da matriz por mais tempo, sendo eluidas posteriormente (Bonner,
2018).

Além disso, o fato de a absorcéo no ultravioleta das moléculas serem dissociadas da
condutividade elétrica, indica que a separagdo dos componentes ocorreu com

sucesso, evitando coeluigédo, o que € desejavel em protocolos de preparo amostral.

Do ponto de vista metodolégico, a cromatografia em Sephadex G-25 para
dessalinizagdo se mostrou vantajosa por sua simplicidade operacional,
reprodutibilidade e baixa exigéncia de equipamentos sofisticados. No entanto, seu
poder de resolugao é limitado, ndo sendo adequada para separar proteinas com
massas moleculares semelhantes. Para analises posteriores que requeiram maior
resolucdo, como isolamento de isoformas ou complexos proteicos, técnicas

complementares s&o necessarias (Bonner, 2018).

A adocgao desta etapa de dessalinizacao € particularmente relevante em amostras de
origem animal, como visceras de tilapia, que apresentam alta carga de sais
endbégenos e componentes organicos com potencial de interferéncia em métodos
espectrofotométricos, eletroforéticos ou enzimaticos. Portanto, a estratégia aqui
empregada configura-se como etapa fundamental para a obtengdo de um extrato

proteico adequadamente preparado para procedimentos analiticos subsequentes.

5.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR PARA SEPARACAO
DAS BIOMOLECULAS.

O extrato proteico dessalinizado foi submetido novamente a cromatografia de
exclusao molecular utilizando uma coluna preenchida com Sephadex® G-50. Essa
resina possui faixa de fracionamento nominal entre 1.500 e 30.000 Da e € amplamente
empregada para o fracionamento inicial de misturas complexas de peptideos e
proteinas. A fase movel foi composta por agua destilada acidificada (pH 3,0) e o fluxo
de eluicdo foi mantido em 0,15 mL-min~", com coleta das amostras a cada 14 minutos

(2,1 mL por tubo), conforme ilustrado no Gréfico 2.
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Como pode ser visto no Grafico 2, o perfil cromatografico observado revelou uma
ampla zona de eluigdo proteica. Até o tubo 46 (6,90 mL), a absorbéncia a 280 nm
manteve-se abaixo de 0,1. A partir do tubo 47 (7,05 mL), observou-se um aumento na
absorbancia, atingindo o pico maximo no tubo 61 (128,1 mL), seguido de uma
diminuicao até o tubo 80 (168,0 mL). Apds o tubo 81, os valores de absorbancia
retornaram a niveis residuais, indicando o término da eluicdo de biomoléculas

detectaveis a 280 nm.

Apesar da baixa resolugao resultante (sobreposig¢ao entre os picos), revelando a alta
complexidade da mistura a aplicagdo do método de deconvolugado multicomponente
utilizando o software OriginPro® 9 permitiu a separagdo matematica de seis picos
principais, classificados como "Pico ajustado 1" a "Pico ajustado 6". Estes foram

agrupados em sete fragdes experimentais (Grafico 3):
e F1:tubo 47 ao 51 (98,7mL-107,1 mL)
e F2:tubo 52 a0 56 (109,2 mL-117,6 mL)
e F3:tubo 57 ao 61 (121,3 mL-128,1 mL)
e F4:tubo 62 ao 66 (130,2 mL-138,6 mL)
e F5:tubo 67 ao 71 (140,7 mL—-149,1 mL)

e F6:tubo 72 ao 76 (151,2 mL-159,6 mL)

F7:tubo 77 ao 81 (161,7 mL-170,1 mL)

A analise do Grafico 2 demonstra que a eluicdo seguiu o principio da exclusao por
tamanho: moléculas maiores, com menor acesso aos poros da matriz, eluem primeiro;
enquanto as moléculas menores sao eluidas posteriormente. O “Pico ajustado 1”
corresponde as macromoléculas de maior dimensao hidrodindmica, eluindo entre os
tubos 45 e 57, enquanto os picos 2 a 6 correspondem a fracbes de massas
moleculares progressivamente menores. O “Pico ajustado 6”, eluido entre os tubos 68

e 80, representa peptideos de menor massa molecular (possivelmente < 2 kDa).
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Grafico 2 — Cromatografia de exclusao molecular do extrato proteico dessalinizado
de visceras de tilapia. Fluxo de 0,15 mL-min~'. A fase estacionaria foi composta por
Sephadex G-50, usando uma fase mével composta por agua destilada acidificada a pH
3,0 a4°C. As coletas foram realizadas a cada 14 min (2,1 mL) e as proteinas/peptideos
foram detectados a 280 nm.
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Grafico 3 — Representagao grafica das regides de separagao de cada fragao do

Grafico 2. Os marcadores F1 (tubo 47 ao 51), F2 (tubo 52 ao 56), F3 (tubo 57 ao 61), F4

(tubo 62 ao 66), F5 (tubo 67 ao 71), F6 (tubo 72 ao 76) e F7 (tubo 77 ao 81),
representam as regioes de coletas para cada fragao.
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A area sob cada pico ajustado indica a abundancia relativa das fragbes: o "Pico
ajustado 4" foi o mais representativo, seguido do "Pico Ajustado 3". A estabilidade da
linha de base antes do tubo 40 (6,0 mL) e apds o tubo 85 (12,75 mL) indica bom

desempenho do sistema cromatografico, sem arraste ou ruido excessivo.

Apesar da separagao preliminar, a sobreposigao significativa observada entre os picos
ajustados 3, 4 e 5 demonstra limitagao da resolu¢do, comum em amostras complexas.
Tal limitagdo pode ser atribuida a carga de amostra, a porosidade da resina e as
dimensbes da coluna. A utilizacdo de etapas cromatograficas ortogonais ou resinas

de faixa mais estreita pode ser considerada para refinar a separacgao.

A composigédo proteica de visceras de peixe € altamente diversificada, incluindo
colageno, enzimas digestivas, proteinas sarcoplasmaticas (e.g., mioglobina ~17 kDa),
e diversos peptideos gerados por hidrélise endogena ou durante o processamento
(Riyadi et al., 2021, 2020). Fragmentos de colageno e proteinas digestivas podem
estar presentes nos picos de alto e médio peso molecular, enquanto os picos tardios
sao provavelmente compostos por peptideos com massas inferiores a 10 kDa, faixa
comumente associada a atividades biologicas (Bougatef et al., 2010; Hsu; Lu; Jao,
2009; Ngo et al., 2010; You et al., 2010).

A aplicagdo dessa abordagem no fracionamento de extratos proteicos de residuos
pesqueiros € estratégica para a valorizagdo desses subprodutos, alinhando-se ao
conceito de economia circular € a busca por ingredientes funcionais. Peptideos de
baixo peso molecular obtidos de pescado tém sido associados a propriedades
antioxidantes, anti-hipertensivas e antimicrobianas, além de apresentarem boa
biodisponibilidade e estabilidade térmica (Hsu; Lu; Jao, 2009; Je et al., 2007; Ren et
al., 2008; WANG et al., 2008).

Em sintese, a cromatografia de gel filtracdo com Sephadex® G-50 permitiu um
fracionamento inicial eficaz do extrato proteico de visceras de tilapia, gerando sete
fragdes com perfis distintos e promissores. A estratégia utilizada representa um passo
relevante na bioprospecgao de peptideos bioativos a partir de residuos da aquicultura,
com potencial para aplicagbes em alimentos funcionais, nutrigdo, farmacologia e

cosméticos.
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5.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Para a quantificacdo da atividade antioxidante das fragcdes obtidas a partir do
hidrolisado de visceras de tilapia, foi construida uma curva de calibragdo com Trolox,
padrao sintético amplamente utilizado por sua similaridade estrutural com a vitamina
E. A curva de calibragdo (Grafico 4) foi gerada por regressao linear a partir da
absorbancia de cinco diferentes concentracbes de Trolox, medidas a 734 nm, de
acordo com o meétodo descrito por (Rufino et al., 2007). Os resultados foram expressos

como média de trés réplicas (n = 3) + desvio padrao.

O Grafico 4 ilustra a curva de calibragao obtida para o Trolox. A concentragao de
Trolox e a absorbancia (734 nm) apresentaram uma correlagdo linear inversa,
expressa pela equacédo de regressdo y = -0,0002x + 0,62311. O coeficiente de
determinacao (r?) para esta curva foi de 0,9888, mostrando adequacéao dos dados ao
modelo linear proposto. Esta alta linearidade é fundamental para a acuracia na
quantificacdo da atividade antioxidante das amostras desconhecidas. Os valores de
r’ obtidos no presente estudo s&o consistentes e comparaveis aos reportados na
literatura para curvas de calibragdo de Trolox em ensaios de atividade antioxidante.
Por exemplo, Re et al. (1999), ao desenvolverem o método ABTS, reportaram um r? =
1, enquanto Sochor et al. (2010) obtiveram um r?= 0,996 em seus estudos. A robustez
da curva padrdo estabelecida confere, portanto, confiabilidade aos valores de

atividade antioxidante determinados para as fragdes peptidicas.
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Grafico 4 — Curva de calibragao de Trolox: relagado entre concentragao e absorbancia
(734 nm), expressa como média * desvio padrao (n = 3).
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As sete fragbes (F1 a F7), obtidas previamente pela cromatografia de excluséo
molecular em Sephadex G-50 foram submetidas ao ensaio antioxidante utilizando o
método ABTS. Os resultados, expressos em umol-L™" equivalentes de Trolox, estdo
apresentados no Grafico 5 e representam a média de trés determinagdes (n = 3)

desvio padrao.

A andlise dos resultados (Grafico 5) revela variagdes significativas na capacidade
antioxidante entre as diferentes fracdes. A Fracdo F4 destacou-se por apresentar a
maior atividade antioxidante, com um valor de 1933,4 ymol-L~! equivalentes a Trolox.
Em seguida, as Fracdes F6 e F5 também demonstraram atividades antioxidantes
consideraveis, com valores de 1546,7 uymol-L™" e 1520,5 uymol-L™", respectivamente.
As demais fragcées apresentaram atividades antioxidantes inferiores, na seguinte
ordem decrescente: F7 (978,0 umol-L™"), F3 (767,2 ymol-L™"), F2 (717,2 umol-L™") e
F1 (348,9 uymol-L™).

A eluicao por exclusdo molecular separa moléculas com base em seu volume
hidrodinamico. A concentracao de peptideos bioativos nas fragbes F4, F5 e F6 sugere
que essas contenham predominantemente peptideos de baixo a médio peso
molecular, faixa geralmente associada a maior atividade antioxidante. Estudos
indicam que peptideos com massa inferior a 3 kDa apresentam elevada eficiéncia na
neutralizacdo de radicais livres devido a maior exposi¢cao de residuos funcionais e

menor impedimento estérico (Ren et al., 2008; Samaranayaka; Kitts; Li-Chan, 2010).

A composi¢cdo em aminoacidos influencia fortemente a atividade antioxidante dos
peptideos. Residuos aromaticos (triptofano, tirosina, fenilalanina), sulfurados
(cisteina, metionina) e aqueles capazes de quelar metais (histidina, aspartico,
glutdmico) participam de mecanismos como: (i) doagdo de elétrons ou atomos de
hidrébgenio para neutralizagdo de radicais livres, (ii) quelacdo de ions metalicos pro-
oxidantes e (iii) inibicdo de enzimas geradoras de espécies reativas de oxigénio
(Chen, Hua-Ming et al., 1998; Davalos et al., 2004; Hernandez-Ledesma et al., 2005).
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Grafico 5 — Atividade antioxidante total das fragcoes F1 a F7, expressa em
equivalentes de Trolox (umol-L™"), apresentada como média * desvio padrao (n = 3).
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O ensaio ABTS utilizado avalia a capacidade da amostra de neutralizar o radical
catibnico ABTSe+, que possui absorbancia maxima a 734 nm. A reducédo da
absorbancia é proporcional a poténcia antioxidante dos compostos presentes. Esse
ensaio é especialmente eficaz para matrizes hidrossoluveis como hidrolisados de
pescado (Arnao; Cano; Acosta, 2001). A menor atividade observada em F1 a F3 pode
estar relacionada a presenca de peptideos de maior tamanho ou menor densidade de
grupos funcionais antioxidantes ou consequente presenca de proteinas maiores, cujos
aminoacidos com atividade antioxidante estariam escondidos no core da proteina. A
fracdo F7, eluida mais tardiamente, apresentou atividade intermediaria, sugerindo
presenca de peptideos menores ou outros metabdlitos antioxidantes. Estudos
similares demonstram resultados compativeis: peptideos de baixo peso molecular
extraidos de peixes como Dosidicus gigas e Lophius litulons apresentam notavel
capacidade antioxidante (Chi et al., 2014; Rajapakse et al., 2005). Zhang, Duan e
Zhuang, (2012) observaram peptideos antioxidantes derivados da pele de tilapia com

potentes efeitos neutralizantes de radicais apés ultrafiltracao.

Deve-se considerar que cada fragdo coletada ndo representa um unico peptideo
isolado, mas sim uma mistura complexa de diferentes peptideos com massas e
estruturas distintas. Essa complexidade pode contribuir para efeitos de sinergismo
entre os peptideos presentes, aumentando a capacidade antioxidante observada em
determinadas fracbes. Esse sinergismo pode ocorrer de diversas formas: (i)
complementaridade de mecanismo de acgao, onde peptideos diferentes podem atuar
por mecanismos distintos. (Il) estabilizacdo mutua, onde alguns peptideos podem
proteger outros da degradacéo oxidativa. (lll) alcance ampliado de alvos oxidantes,
onde a mistura de peptideos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, pode
permitir a atuagcdo em ambientes polares e apolares, permitindo uma neutralizagao
mais eficaz de diferentes tipos de radicais. De acordo com Sarmadi e Ismail (2010) a
combinagdo de peptideos com diferentes mecanismos de agao antioxidante pode
resultar em um efeito aditivo ou até mesmo sinérgico, o que pode explicar os elevados

valores de atividade nas fragdes F4, F5 e F6, mesmo sem purificagdo completa.

Esses resultados reforgam o potencial biotecnolégico das fracbes F4, F5 e F6 como
fontes de antioxidantes naturais. O uso potencial desses peptideos em alimentos

funcionais, cosméticos e nutracéuticos também deve ser considerado. Dessa forma,
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a valorizag&o das visceras de tilapia como fonte de antioxidantes peptidicos contribui
para a sustentabilidade da cadeia produtiva e para o desenvolvimento de alternativas

naturais a antioxidantes sintéticos.

5.5. AVALIACAO DA TOXICIDADE DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS

EM Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor foram utilizadas como modelo para investigar os efeitos tdéxicos
potenciais de fragdes proteicas extraidas de visceras de tilapia (Oreochromis spp.),
visando identificar perfis de toxicidade relacionados a diferentes composi¢des
peptidicas, de acordo com os principios dos 3Rs e a crescente adogédo de
metodologias de toxicidade ambientalmente sustentaveis (Braga et al., 2024; Brai et
al., 2023; Sun et al., 2025).

A analise da mortalidade acumulada revelou que a exposi¢cao de T. molitor as
diferentes fracbes em trés dosagens (10, 40 e 80 pg), monitorada ao longo de 120
horas, resultou em padrdes distintos de toxicidade entre os tratamentos. A tabela 2

apresenta a mortalidade registrada, em porcentagem, apds cada periodo de 24 horas.

O grupo controle (agua) manteve mortalidade nula (0,00 + 0,00 %) durante todo o
experimento, o que validou a metodologia e confirmou que os efeitos observados nos

demais grupos foram atribuiveis exclusivamente as fragbes aplicadas.

Entre as fracbes testadas, observou-se que a mortalidade aumentou de forma
dependente do tempo e da dose aplicada. Em geral, as menores doses (10 pg)
produziram efeitos mais discretos, com médias de mortalidade entre 26,67 e 73,33 %,
enquanto nas doses de 80 ug, os valores chegaram a 100,00 % de mortalidade em
varias fragdes. As fracoes F3, F4 e F6 foram as que apresentaram as maiores taxas
de mortalidade acumulada nas doses de 80 ug, atingindo 100,00 % aos 96 (F4) ou
120 horas (F3 e F6). Em contraste, a fracdo F2 foi associada a mortalidades
acumuladas mais baixas, nas doses de 10 e 40 ug, com valores variando entre 26,67
% (10 pg) e 36,67 % (40 pg) mesmo apds 120 horas.
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apoés aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores

representam a média * desvio padrao de trés repeticdoes independentes.

(continua)
Amostra Concentragcao Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 33,33 £ 5,77
48 33,33 £ 5,77
F1 10 72 40,00 + 0,00
96 60,00 £ 0,00
120 60,00 £ 0,00
24 36,67 £ 5,77
48 43,33 £ 5,77
F1 40 72 50,00 + 0,00
96 53,33 £ 5,77
120 60,00 £ 0,00
24 40,00 £ 0,00
48 46,67 £ 5,77
F1 80 72 56,67 £ 5,77
96 63,33 £ 5,77
120 66,67 £ 5,77
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apos aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores
representam a média * desvio padrao de trés repeticoes independentes.

(Continuagao)

Amostra Concentragcdo  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 0,00 £ 0,00
48 0,00 £ 0,00
F2 10 72 6,67 £ 5,77
96 6,67 £ 5,77
120 26,67 £ 5,77
24 16,67 £ 5,77
48 16,67 £ 5,77
F2 40 72 16,67 £ 5,77
96 53,33 £ 5,77
120 56,67 £ 5,77
24 40,00 + 0,00
48 40,00 £ 0,00
Fo 80 72 53,33 £ 11,54
96 60,00 + 0,00

120 76,67 £5,77
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apos aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores
representam a média * desvio padrao de trés repeticoes independentes.

(Continuagao)

Amostra Concentragcdo  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 13,33 £ 5,77
48 13,33 £ 5,77
F3 10 72 13,33 £ 5,77
96 20,00 £ 0,00
120 56,67 £ 5,77
24 40,00 + 0,00
48 53,33 £ 5,77
F3 40 72 56,67 £ 5,77
96 60,00 £ 0,00
120 86,67 £ 5,77
24 40,00 £ 0,00
48 56,67 + 5,77
F3 80 72 60,00 + 5,77
96 63,33 + 0,00
120 100,00 £ 0,00
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apos aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores
representam a média * desvio padrao de trés repeticdoes independentes.

(Continuacao)

Amostra Concentracdo  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 13,33 £ 5,77
48 33,33 £5,77
F4 10 72 33,33 + 11,54
96 36,67 £ 5,77
120 60,00 £ 0,00
24 43,33 £ 5,77
48 46,67 £ 5,77
F4 40 72 53,33 £ 5,77
96 80,00 £ 0,00
120 86,67 £ 5,77
24 56,67 + 5,77
48 60,00 + 0,00
F4 80 72 83,33 £ 5,77
96 100,00 + 0,00

120 100,00 + 0,00
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apos aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores

representam a média * desvio padrao de trés repeticdoes independentes.

(Continuagao)

Amostra Concentragcdo  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 20,00 £ 0,00
48 26,67 £ 5,77
F5 10 72 40,00 + 0,00
96 53,33 £ 5,77
120 66,67 £ 5,77
24 33,33 £5,77
48 40,00 £ 0,00
F5 40 72 46,67 £ 5,77
96 66,67 + 5,77
120 86,67 £ 5,77
24 53,33 £ 5,77
48 53,33 £ 5,77
F5 80 72 56,67 + 5,77
96 70,00 + 0,00
120 93,33 £ 5,77
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apos aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores
representam a média * desvio padrao de trés repeticdoes independentes.

(Continuagao)

Amostra Concentragcdo  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 33,33 £ 5,77
48 36,67 £ 5,77
F6 10 72 53,33 £ 5,77
96 56,67 + 5,77
120 73,33 £5,77
24 33,33 £5,77
48 40,00 £ 0,00
F6 40 72 60,00 + 0,00
96 63,33 £ 5,77
120 80,00 £ 0,00
24 43,33 £ 5,77
48 46,67 £ 5,77
F6 80 72 66,67 £ 5,77
96 66,67 + 5,77
120 100,00 + 0,00
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apoés aplicagao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores

representam a média * desvio padrao de trés repeticdoes independentes.

(Continuagao)

Amostra Concentracdgo  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 13,33 £ 5,77
48 13,33 £ 5,77
F7 10 72 13,33 £ 5,77
96 40,00 £ 0,00
120 63,33+ 5,77
24 20,00 £ 0,00
48 23,33 £ 5,77
F7 40 72 33,33 £ 11,54
96 46,67 + 11,54
120 86,67 £ 11,54
24 26,67 £ 5,77
48 40,00 £ 0,00
F7 80 72 50,00 + 0,00
96 56,67 + 5,77
120 93,33 £ 5,77
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Tabela 2 — Mortalidade acumulada (%) de T. molitor em diferentes tempos (24 a 120
horas) apos aplicacao de fragoes em trés concentragoées (10, 40 e 80 ug). Os valores
representam a média * desvio padrao de trés repeticdoes independentes.

(Concluséo)

Amostra Concentragcdao  Tempo (h) Mortalidade
(ug) Acumulada (%)
24 0,00 + 0,00
48 0,00 £ 0,00
Controle 0 72 0,00 + 0,00
96 0,00 £ 0,00
120 0,00 £ 0,00

Fonte: Dados da pesquisa.

A fim de confirmar se os resultados obtidos foram estatisticamente significativos, foi
realizada uma analise utilizando o modelo de regresséao logistica (GLM binomial) para
analisar a influéncia dos fatores “fracéo”, “dose” e “tempo” sobre a mortalidade em T.
molitor. A variavel resposta foi o numero de mortos por grupo, com 0 numero de
sobreviventes complementares, assumindo a distribuicdo binomial. Neste primeiro
momento, as fracdes foram comparadas com o controle. Optou-se pelo modelo GLM
binomial em vez de ANOVA, pois a variavel resposta é binaria (morto/vivo), o que viola
os pressupostos de normalidade e homocedasticidade exigidos pela ANOVA. O GLM
binomial € mais apropriado para dados de contagem com distribuicdo binomial e
permite avaliar a influéncia simultanea de fragdo, dose e tempo sobre a probabilidade
de mortalidade. Assim a Tabela 3 apresenta os resultados para os termos que

apresentaram valores significativos:
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Tabela 3 — Resultados significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica binomial (GLM) para a
mortalidade de T. molitor em fungao da dose (‘dose (ug)’), tempo (‘horas’) e interagdes com as fragoes, utilizando a amostra controle
como referéncia.

Termo A Coeficiente B Desv. Pad.€ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f

Q('dose (ug))) 0,0159 0,0032 5,0474 0 0,0097 0,0221
fracao[T.F2]:Q('dose (ug)) 0,0368 0,0115 3,2104  0,0013  0,0143 0,0592
fracao[T.F6]:Q('dose (ug)) -0,0158 0,0079 1,9995  0,0456  -0,0313 -0,0003
fracao[T.F4]:Q('dose (pg)'):Horas 0,0003 0,0001 2,4731 0,0134 0,0001 0,0006

Fonte: Dados da pesquisa.
2Nome da variavel incluida no modelo.

b Valor estimado do log-odds associado ao termo. Indica a direg&o e a intensidade do efeito sobre a probabilidade de mortalidade.
¢ Desvio padrao.

d Estatistica Z. Coeficiente dividido pelo desvio padrao.

¢ A probabilidade de observar um valor da estatistica z tdo extremo quanto o obtido se a hipdtese nula (coeficiente = 0) for verdadeira.
fIntervalo de confianga de 95 % para o coeficiente.
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Como pode ser visto, a Tabela 3 apresenta 4 termos que apresentaram valores
significativos. (1) O termo “Q('dose (ug)")”, que representa o efeito da dose, em pg, no
controle, apresenta um coeficiente = 0,0159 e um p-valor = 0, indicando que a
mortalidade aumenta significativamente com o aumento da dose. (Il) o termo
“fracao[T.F2]:Q('dose (ug)')”, que representa a diferenca do efeito do aumento da dose
sobre a fragao F2, obteve um coeficiente = 0,0368 e um p-valor = 0,0013, indicando
que a fracdo F2 apresenta uma maior sensibilidade ao aumento da dose. (lll) O termo
“fracao[T.F6]:Q('dose (ug)')”, que representa a diferenga do efeito do aumento da dose
sobre a fracdo F6, obteve um valor de coeficiente de -0,158 e um valor de p = 0,0456,
indicando que a fragdo F6 apresenta uma menor sensibilidade ao aumento da dose,
indicando que para a fracdo F6, o aumento da dose tem um efeito menor sobre a
mortalidade. (IV) “fracao[T.F4]:Q('dose (ug)'):Horas”, que representa a diferenga na
interacdo dose-tempo entre a fracdo F6 e o controle, apresenta um coeficiente =
0,00003 e um p-valor =0,0134, indicando que o fator dose-tempo provoca um leve
aumento do efeito fragdo F6 em comparacao ao controle. As analises para os termos

que nao apresentaram valores significativos estao disponiveis no Apéndice A.

Devido a auséncia de mortes no grupo controle, observou-se uma separacgao perfeita
nos modelos logisticos, quando comparado com o grupo controle, provocando um p-
valor muito proximo de 1,0, o que dificultou a estimacéao precisa dos coeficientes das
fracdes. Por este motivo, optou-se a realizar uma nova analise, excluindo desta vez o
grupo controle e avaliar comparativamente as fragcdes testados em relacéo a fragéao
F2. Deste modo, foi ajustado um novo modelo GLM binomial, utilizando F2 como grupo
de referéncia. A variavel resposta foi construida a partir da contagem de individuos
mortos e sobreviventes por repeticdo, com preditores incluindo os fatores ‘fragao’,
'dose’ e 'tempo’, bem como suas interagdes de primeira e segunda ordem. A Tabela 4

apresenta os resultados encontrados.
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Tabela 4 — Estimativas dos parametros do modelo de regressao logistica binomial (GLM) para a mortalidade acumulada de T.

molitor, considerando os efeitos principais e as interag6es entre fragao, dose (jig) e tempo (horas).

(Continua)
Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.¢ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
Intercept -5,0492 0,8509 -5,9338 0 -6,7169 -3,3814
fracao[F2.F1] 3,8706 0,9493 4,0771 0 2,0099 5,7312
fracao[F2.F3] 2,6939 0,9824 2,742 0,0061 0,7683 4,6194
fracao[F2.F4] 3,1699 0,9683 3,2737 0,0011 1,2721 5,0678
fracao[F2.F5] 2,8235 0,9696 2,9119 0,0036 0,923 4,7239
fracao[F2.F6] 3,7967 0,953 3,984 0,0001 1,9289 5,6645
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Tabela 4 — Estimativas dos parametros do modelo de regressao logistica binomial (GLM) para a mortalidade acumulada de T.

molitor, considerando os efeitos principais e as interag6es entre fragao, dose (jig) e tempo (horas).

(Continuagao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.¢ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
fracao[F2.F7] 1,6576 1,0297 1,6098 0,1074 -0,3606 3,6758
Q('dose (hg)) 0,0527 0,0127 4,1449 0 0,0278 0,0777

fracao[F2.F1]:Q('dose (pg)") -0,0456 0,015 -3,0357 0,0024 -0,075 -0,0162
fracao[F2.F3]:Q('dose (ng)") -0,0341 0,0156 -2,1925 0,0283 -0,0647 -0,0036
fracao[F2.F4]:Q('dose (ug)') -0,0416 0,0157 -2,6512 0,008 -0,0724 -0,0109
fracao[F2.F5]:Q('dose (ng)') -0,0337 0,0154 -2,1956 0,0281 -0,0638 -0,0036
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Tabela 4 — Estimativas dos parametros do modelo de regressao logistica binomial (GLM) para a mortalidade acumulada de T.

molitor, considerando os efeitos principais e as interag6es entre fragao, dose (jig) e tempo (horas).

(Continuagao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.¢ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
fracao[F2.F6]:Q('dose (ug)") -0,0526 0,0152 -3,4545 0,0006 -0,0824 -0,0227
fracao[F2.F7]:Q('dose (ug)") -0,0339 0,0163 -2,0852 0,0371 -0,0658 -0,002

Horas 0,0283 0,009 3,1481 0,0016 0,0107 0,0459
fracao[F2.F1]:Horas -0,0155 0,0104 -1,4937 0,1352 -0,0359 0,0048
fracao[F2.F3]:Horas -0,0118 0,0107 -1,1044 0,2694 -0,0329 0,0092
fracao[F2.F4]:Horas -0,0156 0,0107 -1,4628 0,1435 -0,0366 0,0053
fracao[F2.F5]:Horas -0,0044 0,0107 -0,4102 0,6817 -0,0253 0,0165
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Tabela 4 — Estimativas dos parametros do modelo de regressao logistica binomial (GLM) para a mortalidade acumulada de T.

molitor, considerando os efeitos principais e as interag6es entre fragao, dose (jig) e tempo (horas).

(Continuagao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.¢ zd P>|z| ¢ [0.025f 0.975]f
fracao[F2.F6]:Horas -0,0123 0,0105 -1,1651 0,244 -0,0329 0,0084
fracao[F2.F7]:Horas 0,0018 0,011 0,1576 0,8748 -0,0201 0,0236
Q('dose (pg)'):Horas -0,0002 0,0001 -1,2265 0,22 -0,0005 0,0001

fragao[F2.F1]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0002 0,0002 0,8769 0,3805 -0,0002 0,0005
fracAo[F2.F3]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0003 0,0002 1,5392 0,1237 -0,0001 0,0006
fracao[F2.F4]:Q('dose (ug)):Horas 0,0005 0,0002 2,6783 0,0074 0,0001 0,0009
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Tabela 4 — Estimativas dos parametros do modelo de regressao logistica binomial (GLM) para a mortalidade acumulada de T.
molitor, considerando os efeitos principais e as interag6es entre fragao, dose (jig) e tempo (horas).

(Concluséo)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.¢ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
fracao[F2.F5]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0001 0,0002 0,7037 0,4816 -0,0002 0,0005
fracao[F2.F6]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0003 0,0002 1,7167 0,086 0 0,0007
fragao[F2.F7]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0002 0,0002 0,8675 0,3857 -0,0002 0,0005

Fonte: Dados da pesquisa.

2Nome da variavel incluida no modelo.

bValor estimado do log-odds associado ao termo. Indica a diregéo e a intensidade do efeito sobre a probabilidade de mortalidade.

¢ Desvio padrao.

d Estatistica Z. Coeficiente dividido pelo desvio padrao.

¢ A probabilidade de observar um valor da estatistica z tdo extremo quanto o obtido se a hipétese nula (coeficiente = 0) for verdadeira.

fintervalo de confianca de 95 % para o coeficiente.
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Como pode ser observado na Tabela 4, os resultados revelaram que todos as fragdes,
com excegdo de F7, apresentaram mortalidade significativamente superior a
observada em F2. As fragdes F1, F3, F4, F5 e F6 apresentaram coeficientes positivos
com p-valores inferiores a 0,01, indicando que a mortalidade nesses grupos foi
estatisticamente maior em comparacdo com F2, independentemente da dose
aplicada. Em particular, F1 e F6 apresentaram os maiores coeficientes (3,87 e 3,80,
respectivamente), destacando-se como as fragdes de maior toxicidade relativa no

modelo.

A variavel 'dose' foi significativa no modelo, indicando um aumento na mortalidade
com o incremento da concentragao para todos os grupos. No entanto, os coeficientes
de interacdo entre fragao e 'dose' revelaram diferencas no padrao dose-resposta entre
as fragbes. A fragcdo F2 apresentou a curva mais inclinada (coeficiente de dose =
0,0527), sugerindo uma maior sensibilidade ao aumento da concentragao. As fragdes
F1, F3, F4, F5, F6 e F7 apresentaram coeficientes negativos para essa interagéo,
indicando que a inclinagao de suas curvas foi inferior a de F2, ou seja, a resposta a

dose foi mais gradual.

O tempo de exposicao ('Horas') também foi significativo, com coeficiente positivo
(0,0283), indicando aumento progressivo da mortalidade ao longo do tempo. Uma
interagdo significativa tripla foi observada para a fragdo F4 (fragdo x dose x tempo),
indicando que, nessa fracdo, o efeito da dose foi potencializado ao longo da

exposigao.

Em resumo, a fracdo F2 demonstrou ser o menos téxico em termos de mortalidade
basal, embora sua curva dose-resposta seja acentuada. A modelagem com F2 como
referéncia foi util para identificar fragdes com maior toxicidade relativa, sendo F1 e F6
os mais destacados nesse aspecto. O modelo GLM binomial permitiu uma analise
robusta das interacbes entre fragdo, dose e tempo, fornecendo informacgdes

detalhadas sobre os padrdes de toxicidade entre os tratamentos.

A mortalidade média percentual de T. molitor variou significativamente entre as
fragGes ao longo do tempo. Para investigar essas diferencgas, foi aplicado o teste de

Tukey HSD a cada tempo experimental, com base nas médias por repeticdo. As
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fragdes foram agrupados por letras, conforme a similaridade estatistica de seus efeitos
letais (Quadro 1).

Quadro 1 — Letras de agrupamento estatistico obtidas por teste de comparagoes
multiplas de Tukey (p < 0,05) aplicadas as médias de mortalidade acumulada de
Tenebrio molitor por fragao e tempo (24 a 120 h). Letras iguais indicam que os
extratos nao diferem estatisticamente entre si no respectivo tempo. letras diferentes
indicam diferencga significativa.

Tempo (horas)

Fragao 24 48 72 96 120
F1 A A A A A
F2 A A A A A
F3 A A AB B B
Fa A A B C C
F5 A AB B C C
F6 A B C C C
F7 A A AB B B

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme pode ser visto no Quadro 1, as setes fracdes estdo sendo classificadas em
3 grupos: A, baixa toxicidade; B, toxicidade intermediaria; e C, alta toxicidade. No
tempo inicial (24 horas), todos as fragdes pertenciam ao mesmo grupo estatistico (letra
A), indicando auséncia de diferencgas significativas entre os tratamentos. A partir de
48 horas, as fragdes comecaram a se separar, com a fragdo F4 ja se agrupando

separadamente (letra B), sugerindo maior toxicidade precoce.

Essa tendéncia se intensificou ao longo do tempo. Em 72 e 96 horas, as fragbes F4,
F5 e F6 apresentaram letras distintas dos demais, posicionando-se consistentemente
em grupos mais toxicos (letras B ou C), enquanto F1 e F2 permaneceram nos grupos

de menor mortalidade.

No tempo final (120 horas), as fragées se organizaram em trés grupos estatisticamente

distintos:
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e Baixa toxicidade: F1 e F2 (letra A),
e Toxicidade intermediaria: F3 e F7 (letra B),
e Alta toxicidade: F4, F5 e F6 (letra C).

Esse padrao revela que a atividade letal das fragbes € tempo-dependente e que a
separagao estatistica entre os tratamentos sé se torna marcante apos 72 horas,

consolidando-se nas ultimas 48 horas do experimento.

As fracbes F4, F5 e F6 apresentaram os maiores niveis de toxicidade, com
mortalidade total (100 %) em altas doses. A fracdo F2 destacou-se por sua baixa
toxicidade, mesmo em doses elevadas. Analises estatisticas com modelos lineares
generalizados (GLM) binomiais confirmaram esses achados e permitiram discriminar
com precisao os efeitos relativos de cada fragcdo. O GLM também evidenciou que,
embora F2 fosse menos toxica em termos absolutos, sua curva dose-resposta
apresentava uma inclinacdo mais acentuada, indicando que a toxicidade aumenta de

forma mais abrupta com a dose.

A variabilidade entre as fragdes pode ser atribuida a composicdo especifica de
peptideos, considerando tamanho, carga, hidrofobicidade e sequéncia. Peptideos
ricos em aminoacidos catiénicos e hidrofébicos tém maior propensao para interagir
com membranas celulares, o que pode levar a efeitos ndo seletivos sobre organismos

nao alvo (Ryadnov, 2019).

A utilizagcado de T. molitor, embora ainda ndo amplamente empregada para testar
peptideos de pescado, é coerente com trabalhos recentes que avaliam pesticidas,
extratos vegetais e compostos bioativos em insetos (Martinez et al., 2018; Park et al.,
2003).

Os dados aqui obtidos reforcam o potencial do modelo T. molitor como ferramenta
para triagem toxicologica. As fragdes menos toxicas (como F2) podem ser
consideradas para aplicagdes funcionais, especialmente se apresentarem outras
bioatividades, como antioxidante. Ja as fracbes mais toxicas (F4, F5, F6) podem ser

exploradas como peptideos com potencial uso em biocontrole ou aplicacdes
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farmacolodgicas, apds caracterizagdo detalhada da especificidade e seletividade de

sua acgao.

Assim, este estudo contribui significativamente para o conhecimento sobre a
seguranga de fragbes proteicas de pescado, validando o uso de T. molitor como
bioindicador eficiente e auxiliando na triagem de peptideos com potencial aplicagao
biotecnoldgica. Esta observagao é coerente com os achados prévios relacionados a
atividade antioxidante total das fragdes F4, F5 e F6, discutidos anteriormente neste
trabalho, em que também se destacou a complexidade composicional de fragdes néao

purificadas.

Adicionalmente, deve-se considerar que cada fragdo proteica, obtida por métodos
cromatograficos como a filtragdo em gel, pode conter multiplos peptideos com
diferentes estruturas, cargas e polaridades. A presencga simultanea desses peptideos
pode resultar em efeitos toxicos que ndo seriam evidentes se avaliados isoladamente.
Essa possibilidade de efeitos aditivos ou sinérgicos deve ser considerada,
principalmente em fragées que induziram mortalidade elevada. O sinergismo pode
ocorrer, por exemplo, quando um peptideo aumenta a permeabilidade da membrana
celular, facilitando a entrada de outro peptideo mais citotéxico, ou quando atuam em
vias bioquimicas complementares, resultando em amplificacdo da toxicidade
observada. A caracterizagdo molecular individual de cada componente, bem como a
avaliacao combinada de peptideos purificados, sera essencial para determinar se os
efeitos registrados decorrem de um unico composto ou da interacdo entre multiplos
agentes toxicos dentro de cada fragdo. Além disso, os dados obtidos ressaltam a
relevancia de discutir as limitagcdes inerentes ao modelo de T. molitor. Embora esse
organismo seja amplamente reconhecido como uma alternativa ética, econémica e
eficaz para triagens iniciais, ele ainda apresenta diferencas metabdlicas em relagao
aos vertebrados. Isso pode limitar a extrapolagao direta dos resultados para modelos
superiores. No entanto, o uso de T. molitor deve ser considerado uma etapa inicial
valiosa, especialmente quando alinhado com os principios dos 3Rs na pesquisa
animal: Replacement, Reduction e Refinement.

Também é importante destacar que a separagao perfeita observada nos modelos
logisticos comparando com o controle € uma limitagado estatistica relevante, que

impediu a estimagao precisa de alguns coeficientes. Isso reforga a importancia do uso
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de analises complementares, como o modelo com F2 como referéncia, que permitiu

revelar padrdes de toxicidade relativa entre as fragdes testados.

A integracdo desses achados reforga a importancia de considerar ndo apenas os
efeitos isolados dos peptideos, mas também suas interagcdes sinérgicas, tanto no
contexto da atividade antioxidante quanto da toxicidade. Isso fortalece a abordagem
da triagem funcional, permitindo selecionar fragdes com perfis de segurancga e eficacia

mais equilibrados para aplicagdes tecnoldgicas futuras.

Apesar das vantagens metodologicas e éticas associadas ao uso de T. molitor como
modelo invertebrado para triagem toxicologica, € importante destacar que a
extrapolagdo direta dos dados obtidos para organismos vertebrados, incluindo
mamiferos, deve ser feita com cautela. Diferencas fisiolégicas fundamentais, como
vias metabdlicas, sistemas de excrecdo, presenca de figado e rins, e barreiras
hematoencefalicas, limitam a previsibilidade completa dos efeitos sistémicos em
modelos superiores (Lagadic; Caquet, 1998). Assim, os dados obtidos neste estudo
devem ser considerados preliminares, fornecendo subsidios para priorizacao de
fracdes com menor toxicidade para estudos subsequentes. Submetendo as fragdes
promissores a testes complementares em culturas celulares de mamiferos, como
fibroblastos ou linhagens hepaticas, bem como, futuramente, em modelos vertebrados
mais complexos, com vistas a validagado da segurancga e elucidagdo de mecanismos
de toxicidade especificos. Este caminho metodolégico garantiria uma avaliagdo mais

robusta e translacional da bioatividade dos peptideos identificados.

Assim, este estudo contribui significativamente para o conhecimento sobre a
seguranga de fragbes proteicas de pescado, validando o uso de T. molitor como
bioindicador eficiente e auxiliando na triagem de peptideos com potencial aplicagao

biotecnoldgica.
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5.6. Atividade antimicrobiana

As sete fracGes obtidas por cromatografia de exclusdo molecular (F1 a F7) foram
submetidas a avaliagdo da atividade antimicrobiana frente a trés cepas bacterianas
padrao: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Os resultados obtidos apds 24 horas de

incubacgédo a 37 °C estdo apresentados na Tabela 5.

Como pode ser visto na Tabela 5, nenhuma das fragbes avaliadas (F1 a F8)
apresentou atividade antimicrobiana detectavel nas condigbes do ensaio de difusao
em disco. Apos 24 horas de incubagao a 37 °C, nao foram observados halos de
inibicdo ao redor dos discos impregnados com as fragdes nas placas inoculadas com
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa. Em contraste,
os discos impregnados com antibiéticos comerciais utilizados como controle positivo
(cloranfenicol 30 mcg, tetraciclina 30 mcg e ciprofloxacina 5 mcg) apresentaram halos
de inibicdo compativeis com os perfis esperados para cada cepa, validando a

metodologia empregada.

A auséncia de halos de inibicao nas fracbes F1 a F7 sugere que, nas concentragoes
testadas, 30 ug por disco, as fracbes avaliadas n&o apresentaram efeito
antimicrobiano mensuravel contra as cepas bacterianas selecionadas. Este resultado
pode estar relacionado a diferentes fatores, como: (I) Baixa concentragdo de
compostos ativos, abaixo do limiar necessario para inibir o crescimento bacteriano; (I1)
Composicdo quimica das fragdes, possivelmente carente de grupos com acéao
antibacteriana, como fendis, alcaloides, flavonoides ou peptideos antimicrobianos
com predominéncia de residuos carregados positivamente; (Moore; Payne, 2004). (Ill)
Natureza do método utilizado (difusdo em disco), que depende da difusibilidade dos
compostos na matriz de agar — sendo pouco sensivel a substancias de maior peso

molecular ou baixa solubilidade em meio aquoso (Bonev; Hooper; Parisot, 2008).
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Tabela 5 — Diametros dos halos de inibicdo (mm) de discos embebidos em diferentes
fragoes peptidicas e dispostos em placas inoculadas com diferentes patogenos.

Fracao
peptidica Staphylococcus Escherichia Pseudomonas
aureus coli aeruginosa
(30 ug-disco™)
F1 NI NI NI
F2 NI NI NI
F3 NI NI NI
F4 NI NI NI
F5 NI NI NI
F6 NI NI NI
F7 NI NI NI

Fonte: Dados da pesquisa.

NI: Auséncia de inibigao.
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a abordagem de valorizag&do de residuos de tilapia para a extragdo de proteinas e
subsequente obtencdo de peptideos € um excelente exemplo de aplicacdo da

bioquimica para resolver problemas praticos e sustentaveis

Importa ressaltar que as cepas utilizadas neste estudo s&o linhagens sensiveis,
padronizadas para ensaios de triagem. A cepa S. aureus ATCC 25923, por exemplo,
€ suscetivel a maioria dos antibiéticos, sendo empregada como controle positivo em
ensaios de difusdo (CLSI, 2023). Portanto, sua n&o inibigao pelas fragbes testadas é
particularmente indicativa da auséncia de atividade antibacteriana sob as condi¢des
experimentais, uma vez que se esperaria resposta mesmo a compostos com atividade
moderada. O mesmo raciocinio se aplica a E. coli ATCC 25922, embora essa cepa
possua uma parede celular mais complexa e mecanismos de efluxo que dificultam a
penetracdo de compostos de maior massa molecular (Li; Plésiat; Nikaido, 2015;
Nikaido, 2003). A cepa P. aeruginosa ATCC 27853, por sua vez, apresenta resisténcia
intrinseca elevada, sendo menos suscetivel a maioria dos agentes antimicrobianos

convencionais (Breidenstein; de la Fuente-Nunez; Hancock, 2011; Poole, 2001).

Além disto, as amostras contendo peptideos com massa molecular superior a 10.000
Da possuem difusao restrita no meio de cultura, resultando em auséncia de halos de
inibigdo mesmo quando se tem a presenga de componentes antimicrobianos (Valgas
et al., 2007).

Resultados semelhantes foram relatados por (Ribeiro, 2024), em que fracdes
proteicas provenientes de peroa (Ballistes capricus), com aplicagdo de 30 ug em cada
disco, também n&o apresentaram atividade inibitéria, quando testados na forma bruta
ou em concentragdes reduzidas. Considerando tais limitacdes, analises
complementares, como a determinagao da concentragao inibitéria minima (MIC) por
microdiluicdo, ou a aplicagdo de métodos de extracdo mais seletivos, como o
fracionamento cromatografico, podem ser estratégias uteis para revelar potenciais
efeitos ocultos por fatores fisico-quimicos ou matriz interferente. Assim estes fatores
deverao ser investigados a fim determinar a eficiéncia das fragdes proteicas em

relagao a atividade antimicrobiana.

Cabe destacar ainda que, embora algumas dessas fragdbes — especialmente F4, F5

e F6 — tenham demonstrado atividade antioxidante significativa, tal bioatividade nao
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implica necessariamente em efeito antimicrobiano. Enquanto antioxidantes atuam
principalmente na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a atividade
antimicrobiana depende de mecanismos distintos, como ruptura de membrana,
inibicdo de enzimas bacterianas ou interferéncia no DNA microbiano. Além disso, a
presenca de moléculas de massa superior a 1,5 kDa pode limitar a difusdo no meio de

cultura, reduzindo a capacidade de formar halos visiveis.

Considerando tais aspectos, futuras investigacbes devem incluir analises
complementares, como o ensaio de microdiluigcdo para determinagéo da concentracéo
inibitéria minima (CIM), bem como o uso de técnicas de purificagcdo mais seletivas (ex.
HPLC ou ultrafiltragdo), visando a obtencdo de fragbes com maior potencial

antimicrobiano efetivo.

5.7. Integracdo dos Resultados: Correlagao entre Atividade Antioxidante e

Toxicidade

A analise comparativa entre as fracbes F4, F5 e F6 revelou que essas amostras
apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante, com destaque para F4
(1933,4 ymol-L™"), seguida por F6 (1546,7 ymol-L™") e F5 (1520,5 ymol-L™"), o que
sugere forte presenca de peptideos de baixo peso molecular enriquecidos com
residuos como tirosina, triptofano e histidina. Estes aminoacidos séo conhecidos por
sua capacidade de doacdo de elétrons e acdo quelante sobre ions metalicos proé-
oxidantes (Davalos et al., 2004; Hernandez-Ledesma et al., 2005). No entanto, essas
mesmas fracbes também exibiram os maiores niveis de toxicidade em larvas de
Tenébrios, com mortalidade = 93,3 % nas doses mais elevadas, comportamento

compativel com a presenca de peptideos anfipaticos e potencialmente citotdxicos.

Em contraste, a fragdo F2 demonstrou baixa atividade antioxidante (717,2 umol-L™) e
a menor toxicidade observada, mantendo mortalidade inferior a 40 % mesmo na dose
de 80 ug. Este comportamento sugere que os peptideos presentes em F2 sé&o
estruturalmente distintos, possivelmente maiores, menos hidrofébicos ou menos
propensos a interagdo com membranas celulares, e por isso, menos bioativos e

menos toxicos (Edwards et al., 2016).
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Do ponto de vista da aplicagao biotecnoldgica, essa dissociagao entre bioatividade e
seguranga € crucial. Enquanto F4, F5 e F6 sdo candidatas promissoras para
formulacbes com efeito antioxidante elevado, sua toxicidade exige cuidados
adicionais, como purificagdo subsequente, modificagcdo estrutural (por exemplo:
acetilacdo) ou até encapsulamento para uso tépico controlado. Ja a fragédo F2, com
seu perfil de seguranga mais favoravel, pode ser explorada como ingrediente em
formulacdes alimentares ou cosméticas de uso prolongado, especialmente quando

combinada a outros ativos antioxidantes menos agressivos.

Esses achados reforcam a importancia de abordagens integradas de triagem, que
avaliem simultaneamente a bioatividade desejada e os riscos toxicolégicos. A
aplicacao futura desses peptideos dependera do equilibrio entre eficacia e seguranca,
além da viabilidade de escalonamento e purificagdo. Portanto, a continuidade da
pesquisa deve incluir a identificacdo da estrutura primaria dos peptideos ativos e o

desenvolvimento de métodos de fracionamento de maior resolu¢do, como HPLC.
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6. CONCLUSAO

As visceras de tilapia (Oreochromis spp.), frequentemente descartadas como
subproduto da industria aquicola, constituem uma fonte viavel e promissora para a
obtencao de peptideos com potencial bioativo. O protocolo de extragao e purificagao
adotado permitiu o fracionamento eficiente do extrato proteico, resultando em sete
fragbes distintas (F1-F7), posteriormente avaliadas quanto as suas atividades

antioxidante, antimicrobiana e toxicologica.

As fracoes F4, F5 e F6 destacaram-se por apresentarem elevada atividade
antioxidante, atingindo valores superiores a 1500 ymol-L™" em equivalentes de Trolox
no ensaio de captura do radical ABTS+*. A eficacia antioxidante observada esta
possivelmente relacionada a presenca de peptideos de baixo peso molecular
contendo residuos de aminoacidos funcionalmente relevantes, como tirosina, histidina
e triptofano, conhecidos por sua capacidade de doacao de elétrons e quelagdo de

metais pré-oxidantes.

A avaliagao toxicologica em larvas de Tenebrio molitor revelou perfis distintos de
toxicidade entre as fragdes. As fracoes F4, F5 e F6 apresentaram elevada letalidade
em doses mais altas (80 ug), evidenciando um possivel sinergismo entre peptideos
presentes. Em contraste, a fracdo F2 demonstrou baixa toxicidade mesmo nas
maiores doses testadas, sendo considerada a mais segura dentre todas as
analisadas. A analise estatistica por regressao logistica binomial (GLM) confirmou
efeitos dependentes de dose, tempo e interagdo entre fragbes, corroborando a
sensibilidade do modelo de inseto como triagem toxicologica alternativa dentro dos

principios dos 3Rs.

Por outro lado, nenhuma das fragbes avaliadas apresentou atividade antimicrobiana
mensuravel contra as cepas bacterianas testadas (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Este resultado pode ser atribuido a
baixa difusibilidade dos compostos no meio de agar, a auséncia de grupos quimicos
com atividade antimicrobiana ou ainda a predominancia de peptideos com massa
molecular acima de 1,5 kDa, faixa pouco compativel com o mecanismo de agao

antimicrobiano em ensaios de contato superficial.
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Diante dos dados obtidos, conclui-se que as visceras de tilapia representam uma
matéria-prima sustentavel para a obtencao de peptideos com atividade antioxidante,
com potencial aplicagao nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. A fragao
F2, em especial, apresenta-se como candidata promissora para uso funcional devido
a combinacgao de baixa toxicidade e razoavel capacidade antioxidante. As evidéncias
geradas reforcam a viabilidade do reaproveitamento de residuos pesqueiros,
contribuindo para a valorizagado de subprodutos e promovendo praticas alinhadas a

economia circular.

Futuros estudos devem focar na identificacédo estrutural dos peptideos mais ativos por
técnicas de espectrometria de massas e na investigagcdo de suas propriedades
funcionais em modelos celulares e animais, a fim de validar seu uso seguro e eficaz

em formulacgdes biotecnolégicas avangadas.
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Apéndice A — Resultados significativos e nao significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica
binomial (GLM) para a mortalidade de T. molitor em fungao da dose (ug), tempo (horas) e interagées com as fragoes, utilizando a

amostra controle como referéncia.

(Continua)
Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.C zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
Intercept -26,5664 45829,39 -0,0006 0,9995 -89850,5 89797,39
fracao[T.F1] 25,3878 45829,39 0,0006 0,9996 -89798,6 89849,35
fracao[T.F2] 21,5172 45829,39 0,0005 0,9996 -89802,4 89845,48
fracao[T.F3] 24,2111 45829,39 0,0005 0,9996 -89799,7 89848,17
fracao[T.F4] 24,6872 45829,39 0,0005 0,9996 -89799,3 89848,65
fracao[T.F5] 24,3407 45829,39 0,0005 0,9996 -89799,6 89848,3
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Apéndice A — Resultados significativos e nao significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica
binomial (GLM) para a mortalidade de T. molitor em fungao da dose (ug), tempo (horas) e interagées com as fragoes, utilizando a

amostra controle como referéncia.

(Continuacao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.€ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f

fracao [T.F6] 25,3139 45829,39 0,0006 0,9996 -89798,6 89849,27

fracao [T.F7] 23,1749 45829,39 0,0005 0,9996 -89800,8 89847,13
Q('dose (ug))) 0,0159 0,0032 5,0474 0 0,0097 0,0221
Fracao[T.F1]:Q('dose (ng)') -0,0088 0,0076 -1,1583 0,2467 -0,0237 0,0061
fracao[T.F2]:Q('dose (ug)) 0,0368 0,0115 3,2104 0,0013 0,0143 0,0592
fracao[T.F3]:Q('dose (ug)") 0,0026 0,0084 0,3144 0,7532 -0,0138 0,0191
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Apéndice A — Resultados significativos e nao significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica
binomial (GLM) para a mortalidade de T. molitor em fungao da dose (ug), tempo (horas) e interagées com as fragoes, utilizando a
amostra controle como referéncia.

(Continuacao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.€ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
fracao[T.F4]:Q('dose (ug))) -0,0049 0,0086 -0,5656 0,5717 -0,0217 0,012
fracao[T.F5]:Q('dose (ug))) 0,0031 0,0081 0,3795 0,7043 -0,0128 0,0189
fracao[T.F6]:Q('dose (ng)') -0,0158 0,0079 -1,9995 0,0456 -0,0313 -0,0003
fracao[T.F7]:Q('dose (nQ)') 0,0029 0,0093 0,3101 0,7565 -0,0154 0,0212

Horas 0,0165 482,373 0 1 -945,417 945,4503

fragéo[T.F1]:Horas -0,0038 482,373 0 1 -945,438 945,4299
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Apéndice A — Resultados significativos e nao significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica
binomial (GLM) para a mortalidade de T. molitor em fungao da dose (ug), tempo (horas) e interagées com as fragoes, utilizando a

amostra controle como referéncia.

(Continuacao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.€ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
fracao[T.F2]:Horas 0,0117 482,373 0 1 -945,422 945,4454
fracao[T.F3]:Horas -0,0001 482,373 0 1 -945,434 945,4336
fracao[T.F4]:Horas -0,0039 482,373 0 1 -945,438 945,4298
fracao[T.F5]:Horas 0,0073 482,373 0 1 -945,426 945,4411
fracao[T.F6]:Horas -0,0006 482,373 0 1 -945,434 945,4332
fracao[T.F7]:Horas 0,0135 482,373 0 1 -045,42 945,4472
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Apéndice A — Resultados significativos e nao significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica
binomial (GLM) para a mortalidade de T. molitor em fungao da dose (ug), tempo (horas) e interagées com as fragoes, utilizando a

amostra controle como referéncia.

(Continuacao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.€ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f

Q('dose (ug)'):Horas 0 0 1,0913 0,2752 0 0,0001

fracao[T.F1]:Q('dose (ug)'):Horas -0,0001 0,0001 -0,6775 0,4981 -0,0003 0,0001
fragao[T.F2]:Q('dose (ng)'):Horas -0,0002 0,0001 -1,6857 0,0919 -0,0005 0

fragao[T.F3]:Q('dose (ng)'):Horas 0,0001 0,0001 0,5986 0,5494 -0,0001 0,0003

fracao[T.F4]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0003 0,0001 2,4731 0,0134 0,0001 0,0006

fracao[T.F5]:Q('dose (ug)'):Horas -0,0001 0,0001 -0,8621 0,3886 -0,0003 0,0001
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Apéndice A— Resultados significativos e nao significativos das estimativas dos coeficientes do modelo de regressao logistica
binomial (GLM) para a mortalidade de T. molitor em fungao da dose (ug), tempo (horas) e interagées com as fragoes, utilizando a
amostra controle como referéncia.

(Conclusao)

Termo A Coeficiente 2 Desv. Pad.€ zd P>|z| ¢ [0.025 f 0.975]f
fracao[T.F6]:Q('dose (ug)'):Horas 0,0001 0,0001 0,8814 0,3781 -0,0001 0,0003
fracao[T.F7]:Q('dose (ug)'):Horas -0,0001 0,0001 -0,4865 0,6266 -0,0003 0,0002

Fonte: Dados da pesquisa.

2Nome da variavel incluida no modelo.

b Valor estimado do log-odds associado ao termo. Indica a diregéo e a intensidade do efeito sobre a probabilidade de mortalidade.

¢ Desvio padrao.

d Estatistica Z. Coeficiente dividido pelo desvio padrao.

¢ A probabilidade de observar um valor da estatistica z tdo extremo quanto o obtido se a hipétese nula (coeficiente = 0) for verdadeira.
fIntervalo de confianga de 95 % para o coeficiente.
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