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Introducio

Os hidrolisados proteicos sdo produtos obtidos a partir da hidrélise de proteinas, um
processo que quebra as cadeias de aminoacidos em fragmentos menores, chamados peptideos
ou aminodcidos livres. Os hidrolisados proteicos sdo vantajosos por serem mais facilmente
digeridos e abordados pelo organismo em comparagao com as proteinas intactas. Devido as
suas propriedades nutricionais e funcionais, eles sdo amplamente utilizados nas industrias de
alimentos, suplementos e produtos para recuperagdo muscular pés-exercicio (Pacheco et al.,
2022). Além disso, os hidrolisados proteicos podem apresentar diversas atividades benéficas a
saude, como atividade antioxidante (Nascimento et al., 2022; Silva et al., 2024).

Devido a sua atividade antioxidante, os hidrolisados e seus peptideos podem ser usados
na sintese de nanoparticulas, combinando esses dois componentes promissores para
potencializar suas atividades. Nanoparticulas sdo estruturas com dimensdo de 1 a 100
nandmetros, caracterizadas por densidade local de estados, confinamento quantico e excitagao
de plasmons de superficie favoraveis a aplicagdes diversas (Noah, 2019).

E possivel avaliar de diferentes formas a atividade antioxidante de substincias
biologicamente ativas. Devido aos diferentes tipos de radicais livres e suas diferentes formas
de atuacdo, ndo ¢ possivel utilizar apenas um método universal pelo qual a atividade
antioxidante possa ser medida de forma precisa e quantitativamente, com isso, se faz necessario
utilizar mais de um método de analise para avaliar a atividade antioxidante de uma substancia
(Alves et al., 2010).

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro, a bioatividade de
nanoparticulas de prata (AgNPs) obtidas por reducao quimica utilizando hidrolisado proteico
de caseina.

Material e Métodos
As atividades foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia, Campus Barreiros.

Obtengdo das nanoparticulas de prata por redugdo quimica

Essa etapa foi realizada segundo Brito ef al. (2022) e Viana et al. (2021), com algumas
modifica¢des. O hidrolisado proteico de caseina foi obtido previamente (Silva et al., 2024).
Para a sintese das nanoparticulas estabilizadas com o hidrolisado supracitado, foram dissolvidos
5 mg do hidrolisado em 5 ml de tampao fosfato de s6dio (0,02 M, pH 7). Posteriormente foi
dissolvido 0,0170 g de nitrato de prata (AgNO3) em 100 ml de dgua destilada. Apos total
dissolucdo, adicionou-se a solugdo de AgNOs3, lentamente, a solugdo contendo o hidrolisado.
Durante todo o processo, a mistura foi mantida em agitacdo magnética vigorosa, até¢ a mudanca
de coloracgdo para uma cor castanha coloidal de nanoparticula (AgNp). Apos aproximadamente
180 minutos as nanoparticulas foram obtidas. As AgNp obtidas foram liofilizadas e
armazenadas em um frasco ambar. Todo o processo ocorreu na auséncia de luz.
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Avaliagdo da atividade antioxidante (ABTS)

O teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Re et al. (1999). O cation
radical ABTSe+ foi preparado pela mistura de uma solug¢ao de ABTS (7mM) com uma solugao
de persulfato de potassio (140 mM), ambas em agua destilada. A solucao foi mantida no escuro
a temperatura ambiente durante um periodo de 12-16 horas antes do uso. Entdo a solugdo do
radical ABTSe+ foi diluida em etanol até uma absorbancia de 0,7 = 0,05 a 734 nm, em
espectrofotometro. A amostra foi preparada na concentragdo de (1 mg/mL). Em eppendorfs
foram adicionados 50 pL da amostra e 950 puL da solu¢cdo de ABTSe+. As solu¢des foram
agitadas e, ap6s 6 minutos de reagdo, a absorbancia das amostras foram medidas em um
espectrofotometro a 734 nm. A porcentagem da atividade sequestradora (% AA) foi calculada
pela equacao:

% AA =100 x (Abscontrole - Absamostra) /AbScontrole

Onde % AA ¢ a atividade antioxidante, Abscontrole é a absorbancia do controle
negativo, substituindo a amostra por etanol, e Absamostra ¢ a absorbancia do radical na
presenga da amostra.

Avaliagdo da atividade quelante de cobre

A atividade quelante de cobre da amostra foi realizada de acordo com metodologia de
Sanchez-Vioque et al. (2012), com adaptacdes. A mistura reacional consistiu em 500 pL de
tampao acetato (50 mM a pH 6,0), e 12,5 uL. de CuSO4 a 5 mM e 125 pL das amostras.
Transcorridos 30 minutos de incubag¢do a temperatura ambiente, 12,5 pL de violeta de
pirocatecol (VP) a 4 mM foram adicionados aos ensaios. Um controle positivo foi uilizado
(EDTA a 0,0045%) ao invés da amostra. No controle negativo a amostra foi substituida por
agua destilada. Apds mais 30 minutos, a absorbancia dos ensaios foi mensurada a 632 nm, em
espectrofotometro. A porcentagem de inibicdo (%) da formacdo do complexo VP-Cu?* foi
calculada seguindo a seguinte equacao:

Athldade quelante (%) = (AbScontrole_AbSamostra) /AbScontrole XlOO

Onde ABScontrole € a absorbancia do controle negativo; € ABSamostra € @ absorbancia dos
ensaios contendo a amostra ou EDTA.

Resultados e Discussiao

O Grafico 1, apresenta os resultados obtidos da varredura das nanoparticulas de prata
por meio de espectroscopia no UV-Vis, o qual se mostrou um método eficaz na deteccdo das
AgNPs.

As AgNPs obtidas apresentaram banda de ressondncia plasmdnica, com picos entre 410
nm e 440 nm, o qual ¢ caracterizada por particulas com diametro médio entre 35 e 80 nm (Kamat
et al., 1998; Nair; Pradeep, 2003). Vale ressaltar que quanto menor o comprimento de onda
maximo, menor o tamanho das nanoparticulas produzidas, e vice-versa (Lemos et al., 2021). A
partir do Grafico 1 pode-se verificar uma diferenca nos espectros UV-Visivel indicando uma
boa estabilidade das AgNPs obtidas ao utilizar o hidrolisado (Lemes et al., 2017).
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Grafico 1: Espectros de absor¢ao das AgNPs com e sem hidrolisado de caseina.
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Fonte: o autor (2024).

Em relacdo a atividade antioxidante e quelante, verificou-se que houve diferenca
estatisticamente significativa entre a sintese de nanoparticula com e sem hidrolisado proteico
de caseina, em ambas as metodologias.

Tabela 1: Atividade das nanoparticulas de prata estabilizadas com hidrolisado da caseina.

ABTS AQ CU*

Amostras AA (%) (%)
AgNPs com H. caseina 32+02a 84 +0,04 a
AgNPs sem H. caseina 23,1£0,2b 83+0,1b

AA: Atividade antioxidante: AQ: Atividade Quelante: Médias seguidas de letras minusculas
diferentes entre si pelo teste de Scott-Kontt a 5%. AA: 99,00 + 0,1%. AQepracu®’: 96 + 0,1%.

Um estudo realizado por Chandraker et al. (2022), avaliou a atividade antioxidante das
nanoparticulas de prata do extrato aquoso da folha de Rubia cordifolia (garanca indiana) onde
foi encontrado um valor de 85,96 % pelo método de ABTS.

Conclusoes
Este ¢ o primeiro estudo onde relata a sintese de nanoparticula de prata com a utilizagao

de hidrolisados proteico de caseina. Os resultados demonstraram que o hidrolisado aumentou o
poder antioxidante e quelante ao ser inserido na sintese das mesmas.

Portanto, conclui-se que o composto produzido pode apresentar futuras aplicagdes na area
farmacéutica e/ou alimenticia. No entanto, novas pesquisas utilizando outros métodos, devem ser
conduzidas para confirmar o potencial antioxidante.
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