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Resumo: A industria pesqueira fornece, a partir de refugos do processamento industrial de
pescados, moléculas bioativas em abundancia, baixo custo e com enorme potencial
biotecnoldgico, dentre elas, estd a gelatina e quitosana. Com 0 objetivo de determinar o
potencial de um hidrogel formado a partir destas duas biomoléculas, foi avaliada sua
atividade através de ensaios antimicrobiano e antioxidante in vitro. A quitosana foi obtida
do camardo Litopenaeus vannamei pelo método de autdlise enzimatica e derivatizado
quimicamente para a obtencdo de seu derivado hidrossolivel, a O-carboximetil quitosana.
A gelatina foi obtida a através do peixe Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Os
polimeros e o hidrogel obtido foram avaliados contra as bactérias: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salonella enteretidis. Para
determinacédo do potencial antioxidante foi realizado o ensaio com o radical 1,1- difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH). A O-carboximetil quitosana, gelatina e o hidrogel ndo apresentaram
atividade de inibicdo contra as bactérias avaliadas. No entanto, exibiram uma capacidade
de sequestro do DPPHe-, de 41,65%+0.2; 88.42%z=0.6 e 100 %, respectivamente, tornando-
se importante a continuidade nas investigacfes para outras propriedades bioldgicas deste
hidrogel, possibilitando um amplo espectro de aplicacfes na area alimenticia, biomédica,
farmacéutica e cosmeética.
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INTRODUCAO
Hidrogéis sdo redes de cadeias poliméricas hidrofilas que podem conter uma quantidade
significativa de agua, de 10% a mil vezes o seu peso seco. Hidrogéis fabricadas a partir de
polimeros naturais sdo biomateriais de interesse particular na ciéncia dos alimentos e em
aplicacdes biomédicas, tais como transportadores de drogas e nutrientes, encapsulacdo de
matrizes de células e engenharia de tecidos (LUO et al., 2013). Polimeros naturais podem
ser obtidos em abundancia e baixo custo a partir de refugos do processamento da industria
pesqueira, subprodutos estes que sdo consideradas pelo mercado como “menos nobre”,
porém sdo ricos em moléculas bioativas com amplo potencial de aplicabilidade
biotecnoldgica (CAHU et al., 2012). Estes insumos produzidos geralmente séo descartados
sem tratamento adequado e, apesar de serem biodegradaveis, quando acumulados
excessivamente no ambiente, causam um grande Onus ambiental, social e econdmico
(CAMPANHA-FILHO et al., 2007). Uma importante biomolécula que pode ser obtida dos
subprodutos pesqueiros € a gelatina. A extracdo tradicional de gelatina é feita a partir da
hidrolise parcial do colageno animal contido na pele e ossos de mamiferos, principalmente
suinos e bovinos. Entretanto, devido a problemas sanitarios e por questfes religiosas, a
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busca por outras fontes de gelatina tem aumentado imensamente (SILVA, et al., 2011).
Outra biomolécula que podem ser obtida a partir dos residuos do processamento de
pescados € a quitosana, polissacarideo pseudonatural, obtido a partir da reacdo de
desacetilacdo da quitina. Atualmente, a fonte economicamente mais viavel de quitina é o
subproduto da industria pesqueira, obtido pelo processamento de camardes, caranguejos e
lagostas (CAHU et al., 2012). A quitosana é um polimero atoxico, biodegradavel,
biocompativel, cujas propriedades vém sendo exploradas em diversas areas, no entanto,
algumas aplicacBGes da quitosana sdo limitadas, uma vez que esta é insollvel em meio
neutro, condicdo em que enzimas fisiologicas exercem sua atividade. Para solucionar este
inconveniente, pesquisadores tém investido em estudos de modificagdes estruturais na
quitosana a fim de melhorar sua solubilidade, ampliando, dessa forma, consideravelmente
a sua gama de aplicagfes (ZHANG et al., 2010). Poucos estudos tém sido realizados sobre
os efeitos bioldgicos de gelatina obtida de peixes e sua associacdo com outras moléculas
bioativas, aliado a isso, 0 crescimento da comercializagdo de pescados, com consequente
aumento da producdo dos residuos que podem se tornar danosos a0 meio ambiente e a
salde publica, quando descartados inadequadamente, confere ao presente estudo, uma
importancia biotecnoldgica, social, econébmica e ambiental. O objetivo deste trabalho é
elaborar um hidrogel com gelatina, proveniente de residuos da industria pesqueira,
possibilitando um amplo espectro de aplicacdes na area biomédica.

MATERIAIS E METODOS
Para o0 desenvolvimento deste projeto, foram utilizados dois subprodutos do
beneficiamento de pescado como matéria-prima: (1) carcacas do peixe Oreochromis.
niloticus, que foi coletada em locais de beneficiamento de pescado e (2) as cabegas de
camardo Litopenaeus vannamei, que foram gentilmente cedidas pela industria de
processamento de pescados local (Netuno Ltda.). Apds a coleta e descabecamento, o
material ainda fresco foi transportado em gelo para o laboratério de Enzimologia, da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), acondicionado em sacos plasticos e
preservado congelado (-20°C) até o momento de seu uso. Para extracdo do material
gelatinoso, o material oriundo do peixe foi, inicialmente, submetido a hidrélise, para a
remocao do tecido muscular e diminuicdo das particulas 6sseas, através do procedimento
descrito por Bezerra et al. (2005). O tratamento das cabecas de camardo também foi
realizado pelo mesmo processo. Em seguida, os ossos foram tratados para a remoc¢édo das
proteinas ndo-colagenas, sais e lipidios, e, por fim, a converséo de colageno em gelatina,
conforme as etapas propostas por Ahmad e Benjakull (2011). Para a dosagem da
quantidade de gelatina na solucéo obtida, foi empregado o método do acido bicinconinico
(BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina) (SMITH et al.,1985). A obtencdo de quitosana foi
realizada conforme Cah( et al. (2012), o qual compreende as fases: descalcificacao,
desproteinizacdo, despigmentacdo, desacetilacdo e purificacdo; estas etapas consistem em
procedimentos para remoc¢do do calcio, proteinas e pigmentos presentes na casca para a
extragdo da quitina e transformacgdo da mesma em quitosana. O derivado hidrossoluvel, O-
carboximetil quitosana, foi obtido adicionando-se NaOH a 40% (m/v) em solucdo de &cido
monocloroacético a 60°C durante um periodo de 3h. (RAMESH; VISWANATHA,;
THARANATHAN, 2004). O hidrogel foi preparado na proporcao de 2% (m/v) de gelatina
e de quitosana 1% (m/v). Cepas de bactérias da colecdo do Departamento de Antibidticos
(DA) da UFPE foram adquiridas para o ensaio de determinacdo da atividade
antibacteriana: Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) e Bacillus subtilis (UFPEDA 86),
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Escherichia coli (UFPEDA 224), Salonella
enteretidis (UFPEDA 414). O método de difusdo em disco foi utilizado (BAUER; KIRBY,
1966), o indculo foi preparado em solucdo salina (cloreto de sodio 0,85%). A turbidez da
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suspensdo bacteriana foi ajustada para 0,5 da escala de MCFarland. O indculo foi
distribuido, atraves de varredura utilizando swab, na superficie do meio de cultura. Apos a
adicdo de 20uL das amostras, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Para
determinacédo do potencial antioxidante foi realizado o ensaio com o radical 1,1- difenil-2-
picrilhidrazil (DPPHe-), conforme o método modificado de Young-Sook et al. (2011). As
comparagles estatisticas dos valores médios foi avaliada por analise de varidncia
(ANOVA), utilizando a programa Origin (versdo 8; GraphPad Software Inc., San Diego,
EUA) e um valor de P <0,05 foi considerado como o nivel de significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos realizados permitiram a obtencdo de 64,069 gelatina, a partir de 100g de
ossos de O. niloticus. A partir dos procedimentos realizados para recuperacdo dos residuos
do camarao, foi obtida 30g de quitina, partir de 100g de carapaca seca de L. vannamei.
Apos a desacetilagdo da quitina, sua transformacgdo em quitosana (Grau de Desacetilacdo
calculado de 80%) e derivatizacdo quimica, O-carboximetil quitosana foi produzida. Essa
quitosana foi associada a gelatina obtida para a formulacdo de um hidrogel bioativo, para
isto, foram preparadas solucGes de quitosana a 1% (m/v), gelatina a 2% (m/v) e o hidrogel
formulado com as duas biomoléculas na mesma concentracdo e propor¢do de 1:1. Os
resultados do ensaio antimicrobiano indicaram a auséncia desta propriedade nas solucdes e
hidrogel preparados, pois ndo houve indicios da presenca de halo de inibicdo entre as
amostras, nem nos diferentes microrganismos testados, que incluem o grupo das Gram-
positivas e Gram-negativas. Jridi et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de
gelatina a 4% (m/v), obtida de lula da espécie Sepia officinalis, também encontrou inibi¢cdo
contra as bactérias: Salmonella entérica, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Salmonella
typhimurium, S. aureus, Bacillus cereus e Micrococcus luteus. Porém, ao testar o hidrogel
formado com quitosana, sem modificacdo, a 2% (m/v) (oriunda do camardo Penaeus
kerathurus) dissolvida em solucdo de acido acético a 1% (v/v), obtiveram halos de inibicao
variando de 13 a 15 milimetros. Ndo é reportado na literatura estudos da atividade
antimicrobiana com gelatina de peixes, nem com nenhuma outra espécie marinha, com
excecao deste recente trabalho citado. Dessa forma, ndo pdde ser realizada uma discussao
mais profunda dos resultados encontrados no presente trabalho. A atividade antioxidante
de gelatina, O-carboximetil quitosana e hidrogel foram monitorados pela atividade de
sequestro do radical DPPHe-, dentre as amostras avaliadas, o hidrogel exibiu maior
capacidade sequestro, 100%, seguido da gelatina 88.42%z=0.6 e por fim, a O-carboximetil
quitosana, com 41.65%=0.2. Resultados semelhantes foram encontrados por Jridi at al.
(2014) com gelatina a 4% (m/v), obtida de lula da espécie Sepia officinalis e quitosana a
2% (m/v) do camardo Penaeus kerathurus, valores de 7.24 + 0.25, 1.24 +0.2 e 2.65 = 0.1
foram encontrados para gelatina, quitosana e hidrogel, respectivamente. Os resultados
mostraram que o hidrogel formado por gelatina e quitosana hidrossoltvel foi capaz de
sequestrar radicais DPPHe- eficazmente, obtendo melhor resultado do que as biomoléculas
atuando isoladamente. A introducdo do grupo carboximetil na quitosana pode ter sido
responsavel pela doacdo do hidrogénio ao radical pelo polissacarideo. No entanto, o
mecanismo de acdo da gelatina, ainda necessita ser elucidado, os relatos na literatura sobre
sua atividade sdo praticamente inexistentes.

CONCLUSOES
Os resultados do presente estudo indicam que os derivados obtidos a partir dos
residuos do processamento industrial de pescados possuem grande potencial antioxidante,
no entanto, mais estudos sdo necessarios com o emprego de outros diferentes métodos in
vitro e o acréscimo de estudos in vivo, a fim de melhor caracterizar essa atividade e
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entender os diferentes mecanismos de atuacdo. Apesar da auséncia da atividade
antimicrobiana avaliada, novas investigagfes precisam ser realizadas na busca de
potenciais propriedades biologicas que este hidrogel possa conter. Dessa forma, este
trabalho identifica a oportunidade de obter biomoléculas com propriedades interessantes, a
partir de um material abundante e de baixo custo que séo os subprodutos do processamento
de pescados, possibilitando um amplo espectro de aplicacfes na area biomédica, assim
tambeém na farmacéutica, cosmética e alimenticia.
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