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RESUMO

Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um dos peixes mais populares de criagdo no
mundo, tem excelente adaptagdo e reproducdo em ambientes 1énticos e possui filé de alta
qualidade. Além das pegas limpas e comestiveis do pescado, ha uma quantidade substancial
de residuos de peixe. Muitas vezes, esse remanescente de residuos ¢ despejado em rios,
causando um desequilibrio ambiental. Carcagas e visceras de tilapia tém um alto valor
protéico a ser usado na produgdo de alimentos para organismos aquaticos. A utilizagdo de
residuos de pescado diminui o risco de poluicdo ambiental e gera receitas econOmicas.
Estudos mostraram que os residuos podem ser usados na recuperagdo de compostos uteis,
incluindo proteinas que tém atividade antimicrobiana. O presente trabalho relata a presenca de
inibidor de tripsina de tilapia no figado, estdmago e intestino, bem como a purificagdo do
inibidor de tripsina O. niloticus (OnTI) ¢ atividade antibacteriana do figado, viscera de maior
atividade inibidora de tripsina especifica. As visceras foram separadas e homogeneizadas com
0,15 M NaCl e os homogeneizados foram tratados com sulfato de aménio. Concentragdes de
proteinas das fragcdes dos precipitados e sobrenadantes foram dosadas, aquecida a 80 ° C por 1
h, e avaliadas quanto a atividade do inibidor de tripsina. O precipitado da fracdo 20-40% de
figado (LF20-40) de alta atividade inibidora de tripsina especifica foi utilizado para
purificagdo do inibidor e em testes de atividade antibacteriana; sendo determinadas as
concentragdes inibitorias minima (CIM) e bactericidas (CBM). Fracdes de sulfato de amonio
de figado e estomago apresentaram atividade do inibidor de tripsina superior as fracdes de
intestino. O. niloticus inibidor de tripsina (OnTI) ligado a coluna Tripsina-Agarose foi eluido
com 0,5 M KCI-HCI pH 2,0. OnTI apresentou atividade especifica de 950 U / mg e duas
bandas de proteinas em SDS-PAGE. A atividade antibacteriana sobre S. aureus foi detectada
pela LF20-40 (MIC: 0,09 mg / mL; MBC: 0,76 mg / mL), a fracdo também foi capaz de inibir
o crescimento de K. pneumoniae (MIC: 1,53 mg / mL), mas ndo apresentou atividade
antibacteriana contra E. coli. Os resultados revelaram que o figado e estdmago de tilapia
contem inibidor de tripsina. O efeito da preparacdo do figado de tilapia sobre S. aureus e K.
pneumoniae, indica que esta viscera, normalmente descartada como residuo, ¢ uma fonte

potencial de agentes antibacterianos.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, inibidor de tripsina; residuos de pescado, atividade

antibacteriana.
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ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is one of the most popular farmed fishes in the
world, has excellent adaptation and reproduction in lentic environments and possess high-
quality fillet. Apart from the clean and edible parts of the fish, there is a substantial amount of
fish waste. Often this waste remainder is dumped at rivers, causing an imbalance of nutrients
followed by pollution. Tilapia carcasses and viscera have a high protein value being used to
make food for aquatic organisms. The use of fish waste decreases the risk of environmental
pollution and generates economic revenues. Researchers have shown that waste material can be
used to recover useful compounds including proteins that have antimicrobial activities. The
present work reports the presence of trypsin inhibitor in tilapia liver, stomach and intestine as
well as purification of O. niloticus trypsin inhibitor (OnTI) and antibacterial activity from
liver, viscera of highest specific trypsin inhibitor activity. Viscera were separated and
homogenized with 0.15 M NaCl and homogenates were treated with ammonium sulphate.
Precipitate and supernatant fractions were evaluated for protein concentration, heated at 80 °C
by 1 h and evaluated for trypsin inhibitor activity. The 20-40% precipitated fraction from liver
(LF20-40) of highest specific trypsin inhibitor activity was used for inhibitor purification and
in the antibacterial assays; minimal inhibitory (MIC) and bactericide (MBC) protein
concentrations were determined. Ammonium sulphate fractions from liver and stomach
showed trypsin inhibitor activity higher than fractions from intestine. O. niloticus trypsin
inhibitor (OnTI) bound to trypsin-Agarose column was eluted with 0.5 M KCI-HCI pH 2.0;
OnTI showed specific activity of 950 U/mg and two polypeptide bands on SDS-PAGE.
Antibacterial activity on S. aureus was detected for LF20-40 (MIC: 0.09 mg/mL; MBC: 0.76
mg/mL); the fraction was also able to inhibit growth of K. pneumoniae (MIC: 1.53 mg/mL)
but did not show antibacterial activity against E. coli. The results revealed that tilapia liver
and stomach contain trypsin inhibitor. The effect of tilapia liver preparation on S. aureus and
K. pneumoniae indicates that this viscera, usually discarded as waste, is a potential source of

antibacterial agent.

Keywords: Oreochromis niloticus; trypsin inhibitor; fish waste; antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteases

Proteases ou enzimas proteoliticas s3o moléculas que catalisam a clivagem hidrolitica de
ligacdes peptidicas presentes em substratos protéicos ou peptidicos; esta clivagem resulta em
ativacdo, inativacao funcional, protedlise limitada ou na digestdo da molécula em questdao. As
enzimas proteoliticas estdo presentes em varios tecidos de animais, plantas e microorganismos
(MACEDO et al., 2000). Um grande numero de proteases ¢ encontrado nos mamiferos. Essas
enzimas participam de diversos processos como digestao dos alimentos, destruicdo da matriz
extracelular, cicatrizagdo dos tecidos, renovagdo tecidual, processamento de hormoénios e
enzimas, bem como interferem em vias inflamatérias e em cascatas de reagdes que levam a
ativacao do sistema complemento, da cascata de coagulacdo e da fibrindlise (TWINING,
1994).

A Unido Internacional de Bioquimica classifica as proteases em grupos, baseada em sua
funcado, especificidade, estrutura tridimensional, comparagdo dos sitios ativos € mecanismo
catalitico (GROZONKA, 2001; POWERS, 2002). Dependendo do mecanismo que utilizam
para hidrolisar ligagdes peptidicas, as proteases sdo classificadas em quatro principais classes,
denominadas: cisteino, aspartico, metalo e serinoproteases. Entre essas classes ha seis familias
de proteases: serinoproteases I e II, cisteinoproteases, asparticoproteases ¢ metaloproteases I e
II. Cada familia tem uma caracteristica comum de residuos de aminodcidos funcionais
arranjados numa configuragdo especifica formando o sitio ativo (KOIWA et al., 1997;
POWERS et al., 2002). Dessas classes, a mais intensamente estudada e melhor caracterizada é

a das serinoproteases.
1.1.1 Serinoproteases

As serinoproteases sao enzimas que possuem um mecanismo catalitico caracterizado pela
presenca de um grupamento serino no seu centro ativo e apresentam uma ampla distribuicao
entre os animais, onde sdo produzidas em diferentes tecidos e com diversas funcdes
(BEZERRA et al., 2001). Essa classe de proteases inclui moléculas que estdo envolvidas em

muitos processos fisioldgicos tais como: digestao, desenvolvimento, processos inflamatérios,
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proliferacao celular, diferenciagdo, permeabilidade vascular, reabsor¢cdo Ossea e coagulacao
(POWERS, 2002).

As principais enzimas que constituem a familia das serinoproteases I sdo: tripsina (Figura
1), quimiotripsina, elastase, calicreina pancredtica e trombina; o principal representante das

serinoproteases II ¢ a subtilisina (DUNN, 1989; NEARATH, 1989).

Fonte: http://www2.biogmed.ufrj.br/enzimas/proteases2.htm.

Figura 1. Estrutura tridimensional da tripsina, enzima da familia das serinoproteases I.

A atividade das serinoproteases ¢ bloqueada por meio de uma forte ligacdo entre o
inibidor e o sitio ativo da enzima, resultando em um complexo resistente a protedlise
(LASKOWSKI ¢ KATO 1980, BODE ¢ HUBER 1992). Em animais aquaticos, a tripsina
cliva as proteinas ou peptideos nas ligagdes entre os aminoacidos lisina e arginina; a
quimiotripsina cliva ligacdes entre fenilalanina, triptofano e tirosina; a elastase cliva as
ligacdes formadas entre residuos neutros e pequenos. Essas enzimas compreendem, entre os
teledsteos, as proteases do trato digestivo mais estudadas da familia das serinoproteases [ (DE
VECCHI e COPPES, 1996; VALUEVA e MOSOLOV, 1999).

As serinoproteases estdo envolvidas em uma ampla variedade de processos bioldgicos
que sdo essenciais para a vida, mas elas podem também ser prejudiciais caso ndo sejam
controladas (LASKOWSKI JR ¢ QUASIM, 2000). Por isso, sua atividade é estritamente
regulada no momento fisiologico e no tecido em que atua.

Ha pelos menos trés principais mecanismos que regulam a atividade das enzimas

proteoliticas. O primeiro envolve o controle da expressdo génica, o segundo envolve sua
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sintese. O terceiro mecanismo ¢ baseado no controle das enzimas proteoliticas ativas por meio

de inibidores de protease (LASKOWSKI JR e QUASIM, 2000).

1.1.2 Protease em peixes

Existe uma alta diversidade em espécies no ambiente aquatico, sobretudo nas regides
tropicais, onde as condi¢des climaticas favorecem o seu desenvolvimento. A subclasse
Teleosti ¢ composta de 50 ordens, incluindo cerca de 7.000 espécies de agua doce e 13.000 de
agua salgada conhecidas at¢é o momento. Em teledsteos, as proteases digestivas sao
amplamente encontradas em suas visceras.

A primeira protease de peixe a ser cristalizada foi uma pepsina de salmao, em 1940
(NORRIS e ELAM, 1940). Poucas proteases de peixes de dgua doce tém sido estudadas e,
geralmente, essas enzimas tém sido descritas para peixes que habitam regides temperadas
onde predominam baixas temperaturas (DE VECCHI e COPPES, 1996; VALUEVA e
MOSOLOYV, 1999). Existe uma enorme defasagem em informagdes sobre proteases de peixes
dulciaqiiicolas de regides tropicais e suas aplicagdes.

Tripsinas também foram isoladas a partir de diversos animais aquaticos. O pH 6timo
de sua atividade fica geralmente entre os valores de 7,0 a 9,0, podendo chegar a 10. Ao
contrario das tripsinas de mamiferos, sdo estaveis em meio alcalino. A termoestabilidade, de

um modo geral, ¢ maior do que nos mamiferos (KOLODZIEJSKA e SIKORSKI, 1996).

1.2 Inibidores de Proteases

Inibidores de protease formam um grupo de proteinas ou peptideos encontrados em
varias espécies animais (STOKER et al, 1991; EGUCHI, 1993; CHRISTENSEN e
SOTTRUP-JENSEN, 1994), microorganismos e plantas (RYAN, 2000; BIRK, 2003). Essas
moléculas produzem um complexo estequiométrico com proteases, sendo assim, capazes de
inibir a atividade catalitica mantendo a homeostase interna (VALUEVA ¢ MOSOLOV,
1999).

Inibidores de proteases tém sido estudados como sistemas modelo para elucidar os
mecanismos de inibi¢do das proteases, bem como para entender as associagdes proteina-
proteina. Sendo considerados fatores anti-nutricionais, acredita-se que os inibidores

participem de varias fungdes fisioldgicas, como a regulagdo das cascatas proteoliticas e o
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armazenamento seguro de proteinas, bem como atuam como moléculas de defesa (BIRK,
2003; SUMIKAWA et al., 2008).

A regulacdo da atividade proteolitica por inibidores de proteinases ¢ um processo
comum na natureza. Inibidores ligam-se fortemente ao sitio ativo das proteinases por meio de
uma pequena porc¢ao de superficie da molécula denominada sitio reativo ou sitio inibitdrio.
Esta ligacao ocorre de modo semelhante ao da ligacao do substrato. A inibi¢do decorre da ndo
ligagdo do substrato a protease devido ao impedimento estereoquimico provocado pela
ligacdo do inibidor & enzima (LASKOSWISKI JR. e KATO, 1980, BODE ¢ HUBER, 1992;
BIETH, 1995; GARCIA-CARRENO, 1996).

Os inibidores de protease sao conhecidos por desempenharem um papel importante na
imunidade de animais (KANOST e JIANG, 1996; CERENIUS et al., 2008). Eles regulam a
atividade de proteases envolvidas na coagula¢do de hemolinfa, a ativacdo da profenoloxidase
(proenzima inativa da fenoloxidase, um importante mediador do sistema de defesa dos
insetos), ¢ na sintese de citocinas e peptideos antimicrobianos (MIURA et al., 1994; TONG e
KANOST, 2005).

Alexander e Ingram (1992) revisaram os mecanismos de defesa ndo-especificos em
peixes e sugeriram que os inibidores de protease funcionam como substancias de defesa.
Além disso, muitos inibidores de protease protegem os hospedeiros por inativar diretamente
proteases dos patogenos (BOUCIAS e PENDLAND, 1987; ABRAHAM et al., 2005),

Em plantas, fazem parte do sistema quimico de defesa, por inibi¢do extracelular de
enzimas, podem retardar ou prevenir a invasdo de seus tecidos por microorganismos

saprofitos ou parasitas tais como fungos e bactérias (LASKOWSKI JR e QUASIM, 2000).

1.2.1 Inibidores de serinoproteases

Serinoproteases e seus inibidores naturais sao modelos mais intensamente estudados
de reconhecimento proteina-proteina. Essas moléculas sdo de grande interesse, pois atuam
como moduladores, desempenhando papel-chave em vérias fungdes fisiologicas (BRAUN e
SCHNEBLI, 1986).

Todas as proteinas desta classe sdo inibidores competitivos que inibem proteases com
um mecanismo de padrio similar (LASKOWSKI JR e QUASIM, 2000). Essa classe
compreende proteinas constituidas por 29 a 200 residuos de aminoacidos que apresentam alta

especificidade e possuem uma alca hidrofobica caracteristica (BODE e HUBER, 1992).



5
Leite, K.M.. Purificacé@o e Caracterizagdo de Inibidores de Tripsina...

Inibidores especificos evoluiram para limitar a atividade proteolitica de cada um dos
grupos de proteases. Existem pelo menos, quatro familias de inibidores de serinoproteases: as
serpinas, os do tipo Kunitz, os do tipo Kazal e as leuco-proteases (TRAVIS e SALVESEN,
1983). Embora essas familias apresentem diferencas quanto a estrutura, muitos dos inibidores
de serinoproteases interagem com suas enzimas alvo de acordo com o seguinte mecanismo:
ocorre a ligacao do sitio ativo da protease com o sitio inibidor e a quebra de uma ligagao
peptidica dentro desse sitio para formar um inibidor modificado. O sitio reativo do inibidor €
uma regido semelhante ao substrato da enzima e, dessa forma, o inibidor de serinoprotease
atua como um pseudo-substrato (TRAVIS e SALVENSEN, 1983).

Bode e Huber (2000) também discutiram o mecanismo de acdao geral de inibidores de
serinoproteases através de uma interagdo enzima-substrato. Nessa interagdo, o inibidor
bloqueia o sitio ativo da enzima (Figura2), ligando-se a esta de maneira estavel, impedindo

sua ligagcdo com o substrato e, conseqiientemente, sua atividade hidrolitica.

Mecanismo Exemplo
Blogueio direto do centro Inibig&o classica de
ativo da enzima, agindo uma serino protease
como substrato. like-tripsina

|
&

e

Figura 2. Mecanismo de inibicéo de serinoproteases.
(Adaptado de Bode e Huber, 2000)
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1.2.2 Importancia e Aplicacéo dos Inibidores

Os inibidores de proteases tém sido estudados em detalhes devido a sua ampla
aplicacdo e importancia. Essas moléculas sdo utilizadas como instrumentos de investigagao do
mecanismo enzimatico e no desenvolvimento de drogas para o tratamento de uma ampla série
de patologias tais como: pancreatite, distirbios de coagulagdo, alergia, inflamagdo e certos
canceres (DECLERCK et al., 1994; OLIVA et al., 2000). Podem desempenhar papel anti-
inflamatorio (MARGET et al., 1999), efeitos inibitorios sobre a atividade gelatinolitica do
esperma (LI et al., 2009) e, assim como as proteases, sdo fatores de viruléncia importantes

(LANTZ, 1997; KLEMBA e GOLDBERG, 2002).

1.2.2.1 Inibidor de protease e atividade antibacteriana

O crescente problema da resisténcia aos convencionais antibidticos tem estimulado a
necessidade de desenvolver novos produtos para terapéutica humana (ZASLOFF, 2002).
Viarias bactérias sdo conhecidas pela producao de proteinases extracelulares e se destacam por
possuirem um papel ativo no desenvolvimento de varias doencas. Diversas linhas de
evidéncia sugerem que uma importante funcdo de inibidores proteases ¢ combater a
proteinases de patégenos (CHRISTELLER, 2005).

Devido a especificidade e versatilidade dos inibidores de proteases, as ciéncias médica
e farmacéutica tém explorado seu potencial aplicativo como agentes antifingicos,
antiprotozoarios, antivirais e, sobretudo, antibacterianos frente a bactérias Gram-negativas e
positivas com importancia na clinica médica (FEAR et al., 2007).

Analises comparativas e funcionais sugerem que inibidores de serinoproteases podem
ter um antepassado comum com peptideos antimicrobianos (CONLON et al., 2004). Augustin
et al. (2009) estudaram inibidores que inibiam proteases microbiana e possuiam potente

atividade bactericida contra Staphylococcus aureus in vitro.
1.2.3 Inibidores em Peixes
Alexander e Ingram (1992), revisando os mecanismos de defesa ndo especificos em

peixe, sugeriram que os inibidores de proteases funcionam como substincias de defesa.

Inibidores de protease, tais como, inibidor de a2-macroglobulina, inibidor de al-proteinase e
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inibidor de serpinas tém sido identificados em soro de peixes (STARKEY e BARRETT,
1982; HIELMELAND, 1983; FREEDMAN, 1991; ARANISHI, 1999a,b); inibidores de
tripsina em musculo (BUSCONI et al.,1984) ¢ muco da pele de peixes (NAGASHIMA et al.,
2004); inibidores de cisteinoproteases na pele de peixes (SYNNES, 1998; YLONEN et al.,
1999, SAITOH et al., 2005). No entanto ainda sdo poucas as informagdes a respeito da

presenca de inibidores de proteases nos demais tecidos.

1.3 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus Linn. (Figura 3), nativo da Africa Continental
¢ da Palestina, Vale do rio Jorddo e rios costeiros (CORREIA et al., 2006), ¢ o peixe mais

criado em todo o mundo e tem sido introduzido em varios paises (WATANABE et al., 2002).

Fonte: Folha UOL, ciéncias, 2007.

Figura 3. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Em razao de seu potencial, muitos aspectos relacionados ao manejo e a nutricdo t€ém
sido estudados (MEURER et al., 2003a). E o segundo peixe exdtico mais importante na
aquicultura brasileira (BEZERRA et al., 2005). Os cultivos de tilapia se intensificaram
particularmente no Nordeste e Sudeste do pais, aumentando de 35 mil toneladas em 2001 para
68 mil toneladas em 2005 (KUBITZA, 2007). O. niloticus é uma espécie rustica,
apresentando carne de excelente sabor e filé de alta qualidade, responséaveis pela sua boa

aceitacao pelo mercado consumidor (MEURER et al.,2003).
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A industria de processamento de tilapias iniciou suas atividades no Brasil na década de
90, no Oeste do Parand, priorizando a producdo de filés “in natura” e congelados. Nesse
contexto, a comercializacdo de tildpias gerou a producdo de residuos nos frigorificos,
principalmente provenientes na producdo de filetagem (Figura 4). Segundo Meurer et al.,
(2003), a produgao de filés utiliza entre 62,5 e 66,5% da matéria prima, sendo fundamental o

processamento dos residuos para a redu¢do do impacto ambiental.

Fonte:http://mybelojardim.com

Figura 4. Residuos de Processamento de Pescado

1.3.1. Aproveitamento de residuos da filetagem de tilapia

O aproveitamento dos residuos gerados pelas industrias surge como uma alternativa
para tornar o setor mais sustentavel ao longo da cadeia produtiva, trazendo melhorias sociais,
econdmicas e ambientais (ROSA, 2009).

Pensando na melhor forma de diminuir os problemas ambientais, o aproveitamento das
visceras da tilapia tem sido estudado; dentre as formas de aproveitamento desses residuos esta
a producao de farinha de peixe como insumo na fabricacao de ragdes balanceadas, (FARIA et
al., 2001). A farinha de peixe ¢ obtida a partir dos residuos (visceras e carcagas) gerados na

industrializacdo da tilapia. As caracteristicas qualitativas e quantitativas da farinha dependem
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das caracteristicas da matéria-prima utilizada no processamento (ARRUDA et al., 2004). Esse
tipo de alimento pode apresentar, no entanto, um valor consideravel de inibidores de proteases
capazes de provocar efeitos fisiologicos adversos ou diminuir a biodisponibilidade de
nutrientes (SILVA e SILVA, 2000). Embora a industria tente eliminar estes fatores, ainda sao
encontrados elevados niveis de inibidores de proteases (SOARES et al., 2008).

Entretanto, esses inibidores encontrados nas visceras de animais aquaticos também
possuem caracteristicas benéficas muito importantes, podendo ser utilizados alternativamente
por possuirem alto poder antibacteriano frente a microrganismos patdgenos de importancia

clinica na area médica (LANDSBERG, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

A tildpia do Nilo, depois da carpa, ¢ o segundo peixe exdtico mais importante na
aqiiicultura brasileira, representando cerca de 3% do total da produ¢do mundial com um
crescimento médio anual de 12% (BEZERRA et al., 2005). Este peixe possui caracteristicas
bastante desejaveis, tais como, boa aceitagdo e elevado valor comercial, excelente conversao
alimentar e, conseqiientemente, custos de producdo relativamente baixos, o que ¢ de grande
importancia, especialmente para os povos dos paises em desenvolvimento. Como utiliza
alimentos de alto teor de proteina vegetal, a tilapia tem elevada qualidade para o consumo
humano, despertando, desta forma, grande interesse dos piscicultores para seu cultivo.

A industria de filetagem de tilapias gera grande quantidade de residuos, produzindo
cerca de 30% de residuos constituidos por cabega, nadadeiras, visceras, pele e escamas,
coluna vertebral e aparas. Estes materiais, ricos em nutrientes, tém sido bem aproveitados
para a confecgdo de farinha de alto valor protéico usada na composi¢ao de racdes industriais
para alimentacdo de organismos aquaticos em diversos sistemas de cultivo, contribuindo
dessa forma, com a diminui¢do da polui¢do ambiental gerada pelo ndo aproveitamento desses
residuos. Entretanto, ¢ comum encontrar alimentos protéicos contendo fatores antinutricionais
e de baixa digestibilidade (FARIA et al., 2001), tais como os inibidores de proteases (SILVA
E SILVA, 2000).

Os inibidores de proteases podem interferir no processo de hidrdlise dos alimentos
(BIETH, 1995). Esses inibidores podem estar presentes em visceras de peixes, que sdo muito
utilizadas como ragao para alimentacdo de alevinos e peixes adultos (FARIA et al., 2001). No
presente trabalho foi parcialmente purificado e caracterizado o inibidor de protease (tripsina)
presente em maior atividade em figado do peixe tilapia do Nilo (O. niloticus) no intuito de
obter um melhor aproveitamento dos residuos gerados pela filetagem da tilapia diminuindo,
assim, a degradacdo do meio ambiente. Além disso, a atividade antibacteriana foi avaliada

como uma alternativa de uso dessas amostras.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de atividade inibidora de tripsina em preparagdes protéicas de figado,
estdmago e intestino do peixe O. niloticus (tilapia), bem como purificar e caracterizar a
atividade inibidora de tripsina presente nas preparagdes de figado e determinar seu efeito

sobre linhagens de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas.

4.2 Objetivos Especificos

e Obter homogenatos de figado, estdmago ¢ intestino de O. niloticus em NaCl 0,15M.

e Obter fragdes ricas em proteinas a partir de cada homogenato por tratamento com
sulfato de amonio.

e Determinar a concentragao de proteinas nas fragdes obtidas.

e Desnaturar proteases presentes nas preparacdes de figado, estobmago e intestino de O.
nioticus por tratamento térmico.

e Avaliar as fragdes quanto a presenca de atividade inibidora de tripsina.

e Purificar o inibidor de tripsina de O. niloticus (OnTI) presente em fragdo protéica de
figado (20-40%) por cromatografia de afinidade em coluna de Tripsina-Agarose.

e Determinar o perfil eletroforético, em gel de poliacrilamida, de OnTI em presenc¢a de
sulfato sddico de dodecila.

e Determinar o efeito de fragdo de figado de O. niloticus, contendo atividade inibidora
de tripsina, sobre bactérias de importancia médica (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e determinar os valores de CMI

(concentragao minima inibitéria) e CMB (concentragao minima bactericida).
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ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is one of the most popular farmed fishes in the
world, has excellent adaptation and reproduction in lentic environments and possess high-
quality fillet. Apart from the clean and edible parts of the fish, there is a substantial amount of
fish waste. Often this waste remainder is dumped at rivers, causing an imbalance of nutrients
followed by pollution. Tilapia carcasses and viscera have a high protein value being used to
make food for aquatic organisms. The use of fish waste decreases the risk of environmental
pollution and generates economic revenues. Researchers have shown that waste material can be
used to recover useful compounds including proteins that have antimicrobial activities. The
present work reports the presence of trypsin inhibitor in tilapia liver, stomach and intestine as
well as purification of O. niloticus from live trypsin inhibitor (OnTI) and antibacterial activity
from liver, viscera of highest specific trypsin inhibitor activity. Viscera were separated and
homogenized with 0.15 M NaCl and homogenates were treated with ammonium sulphate.
Precipitate and supernatant fractions were evaluated for protein concentration, heated at 80 °C
by 1 h and evaluated for trypsin inhibitor activity. The 20-40% precipitated fraction from liver
(LF20-40) of highest specific trypsin inhibitor activity was used for inhibitor purification and
in the antibacterial assays; minimal inhibitory (MIC) and bactericide (MBC) protein
concentrations were determined. Ammonium sulphate fractions from liver and stomach
showed trypsin inhibitor activity higher than fractions from intestine. O. niloticus trypsin
inhibitor (OnTI) bound to trypsin-Agarose column was eluted with 0.5 M KCI-HCI pH 2.0;
OnTI showed specific activity of 950 U/mg and two polypeptide bands on SDS-PAGE.
Antibacterial activity on S. aureus was detected for LF20-40 (MIC: 0.09 mg/mL; MBC: 0.76
mg/mL); the fraction was also able to inhibit growth of K. pneumoniae (MIC: 1.53 mg/mL)
but did not show antibacterial activity against E. coli. The results revealed that tilapia liver
and stomach contain trypsin inhibitor. The effect of tilapia liver preparation on S. aureus and
K. pneumoniae indicates that this viscera, usually discarded as waste, is a potential source of

antibacterial agent.

Keywords: Oreochromis niloticus; trypsin inhibitor; fish waste; antibacterial activity.
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5.1 Introduction

Several species of fish are cultured around the world. Tilapia species are native of the
Continental Africa and Palestine and are included among the most farmed due to their large
size, rapid growth, palatability and high productivity (Popma and Lovshin, 1995). There are
about seventy species of tilapia; the most commercial important belong to two genera:
Oreochromis and Sarotherodon. Oreochromis niloticus (Nile tilapia) is a widely cultured
species native from Africa which has been introduced in several tropical countries for
aquaculture purposes due to the high quality, excellent taste and good acceptance of its fillet
Nyingi et al., (2009). In addition, O. niloticus is able to reproduce and develop in different
environmental conditions and tolerates stress induced by handling (Tsadik and Bart, 2007).

The tilapia filleting industry has generated a lot of by-products such as carcasses, heads and
viscera, which have high content of minerals, protein and fat (Stevanato et al., 2008). According to
Nyingi et al., (2009) the production of tilapia fillets utilizes between 62.5 and 66.5% of raw
material; the fish farm waste generated are mainly dumped into rivers and can alter a wider
coastal zone at different ecosystem levels, reducing the biomass, density and diversity of the

benthos, plankton and nekton (Arvanitoyannis and Kassaveti, 2008). In this way, the
exploitation of tilapia waste may bring benefits to the environment by the reuse of by-products reducing

pollution. The reuse of generated waste makes the sector more sustainable over the production
chain bringing social, economic and environmental improvements (Rosa, 2009).

Tilapia viscera are reused in the production of meal for aquatic organisms (Oetterer,
2003). Researchers have showed that waste material from fish farming have been used to
recover bioactive compounds. Waste fish oil has been used to produce biofuel (Wisniewski Jr.

et al., 2010) and natural antioxidants have been extracted and used by food industry
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(Hinkamp, 1996). Cuttlefish liver waste was source of molecules with antimicrobial,
antiatherogenic and antitumor activities (Joseph et al., 2006; Sherief et al., 20006).

Protease inhibitors are proteins or peptides that form stable complexes with the
enzymes promoting inhibition of activity (Li et al., 2007). They exhibit a versatile role in
biological systems and have been proposed as therapeutic (Koblinski et al. 2000; Fear et al.,
2007), insecticide (Bhattacharyya et al., 2007, Ramos et al., 2009) and antimicrobial agents
(Kim et al. 2009).

This work reports the presence of trypsin inhibitor activity in tilapia liver, stomach and
intestine. Also are described the purification of O. niloticus trypsin inhibitor (OnTI) and

antibacterial activity from fraction liver, viscera of highest specific trypsin inhibitor activity.

5.2 Materials and Methods

5.2.1 Fish material

O. niloticus (Phylum Chordata, Class Actinopterygii, Order Perciformes, Family
Cichlidae) has the vernacular name of Nile tilapia. Juvenile specimens were kindly provided
by the rearing units at the Estacdo de Aquicultura Continental Prof. Johei Koike,
Departamento de Aquicultura e Pesca from the Universidade Federal Rural de Pernambuco

(Recife, State of Pernambuco, Brazil).

5.2.2 O. niloticus viscera preparations

The specimens of tilapia were sacrificed in an ice bath; their viscera (liver, stomach
and intestine) were surgically removed using a bistoury and immediately homogenized in
0.15 M NaCl (in proportion of 0.1 g/mL) at 4 °C. The homogenates were centrifuged (9,000

g, 4 °C, 20 min) and the supernatants were fractionated with ammonium sulfate (4 h at 4 °C)
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at saturations of 0-20%, 20-40% and 40-60% according to Green and Hughes (1955); the
precipitate fractions (F0-20, F20-40 and F40-60) and the final supernatants were collected,
each acronym was preceded by the letters L, S or I when corresponding to samples from liver,
stomach or intestine, respectively. The fractions were dialyzed (3.5 kDa cut-off membrane)
against distilled water (4 h) and 0.15 M NaCl (4 h); following the protein content as well as

trypsin inhibitor activity were determined.

5.2.3 Protein content
The protein concentration was determined according to Bradford (1976) using bovine

serum albumin (31.25-500 mg/mL) as the standard protein.

5.2.4 Trypsin inhibitor activity

Fractions from liver, stomach and intestine were submitted to heating at 80 °C by 1 h
and evaluated for trypsin-like activity using the synthetic substrate N-benzoyl-DL-arginyl-p-
nitroanilide (BApNA) as described by Kakade et al. (1969). Heating was able to eliminate the
enzyme activity and the fractions were then evaluated for trypsin inhibitor activity using 0.1
mg/ml bovine trypsin (Sigma-Aldrich, USA) in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 containing 0.02 M
CaCl,. One unit of trypsin activity was defined as the amount of enzyme that hydrolyzes 1
umol of BApNA per minute. Bovine trypsin (5 pl; 0.1 mg/mL) was incubated (5 min, 37 °C)
with O. niloticus preparations from each viscera (20 ul) in Tris-HCI buffer pH 8.0 (170 pul).
Following, BapNA (8 mM) dissolved in dimethyl sulfoxide was added (5 pl) and the mixture
was incubated (30 min, 37 °C). The substrate hydrolysis was followed by measurement of
absorbance at 405 nm and the inhibitory activity was determined by remaining hydrolytic
activity towards BApNA. One trypsin inhibitory unit (U) was defined as the number of

trypsin activity units inhibited by sample.



22
Leite, K.M.. Purificacé@o e Caracterizagdo de Inibidores de Tripsina...

5.2.5 Chromatography on Trypsin-Agarose column

The tilapia liver preparation with highest trypsin inhibitor activity (LF20-40) was
lyophilized, resuspended in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 and loaded (25 mg of protein) onto
Trypsin-Agarose (Sigma-Aldrich, USA) column (6 x 0.5 cm) equilibrated with 0.1 M Tris-
HCI pH 8.0 (25 mL) at flow rate of 10 mL/h. The unadsorbed proteins were eluted with
equilibrating solution until the absorbance at 280 nm was negligible. Then, the adsorbed
proteins were eluted with 0.5 M KCI-HCI pH 2.0 (17 mL). The unadsorbed fractions were
pooled and evaluated for protein concentration and trypsin inhibitor activity. The adsorbed
fractions were pooled, dialyzed against distilled water (2 h) and 0.15 M NaCl (2 h) before

determination of protein content and trypsin inhibitor activity.

5.2.6 Polyacrylamide gel electrophoresis

The chromatographic pools were submitted to polyacrylamide gel electrophoresis
containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) on 10 % (w/v) gel according to Laemmli
(1970). Polypeptide bands were stained with 0.02% (v/v) Coomassie Brilliant Blue in 10%

(v/v) acetic acid.

5.2.7 Antibacterial activity

Antibacterial activity of LF20-40 was evaluated on Gram-positive (Staphylococcus
aureus ATCC-6538) and Gram-negative (Escherichia coli ATCC-25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC-29665) bacteria. Bacterial strains were provided by Departamento de
Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco, Brazil. Stationary cultures were
maintained on Nutrient Agar (NA) and stored at 4 °C.

Bacteria were cultured in Nutrient Broth (NB) and incubated at 37 °C for 3 h. The

culture concentrations were adjusted turbidimetrically at a wavelength of 600 nm to 10°-10°
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colony forming units (CFU)/ml. The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined.
A 1/1000 dilution in NB of a 10°-10° CFU overnight culture was prepared. LF20-40 (20 pL
containing 12.24 mg/ml of protein) was diluted 1:2 in NB and diluted further in a series of 10
double dilutions, to a final ratio of 1:2048. A 180 ul aliquot of each dilution was dispensed
into each well of a microtiter plate. All the wells were inoculated with 20 ul of the 1/1000
bacterial inoculum and incubated at 37 °C for 24 h. Assays for each concentration were made
in triplicate. After incubation, the optical density at 490 nm (OD4g) was measured using a
microplate reader. MIC was determined as the lowest concentration at which there was >50%
reduction in optical density relative to the control well OD4os (Amsterdam, 1996).

Minimal bactericide concentration (MBC) was determined from the MIC assay.
Aliquots (10 pl) from each well of the treatments that were found to inhibit bacterial growth
were transferred to a petri dish containing NA medium and incubated for 48 h at 28 °C. MBC

corresponded to the lowest concentration showing no bacterial growth.

5.3 Results and discussion

The expansion of fish farming has led to a growing concern regarding its
environmental impact since at least 20% of the fish production has become waste. Due to the
increased interest in environmentally-friendly farming practices and regulation by
environmental protection agencies, the aquaculture industry has searched for ways to reduce
or reuse the wastes (Arvanitoyannis and Kassaveti, 2008). The environmental imbalance due
to the dumping of fish waste into rivers or landfills stimulated us to evaluate preparations
from tilapia viscera for presence of trypsin inhibitors, molecules that have showed a broad
range of biological activities and biotechnological applications.

Liver, stomach and intestine extracts were treated with ammonium sulphate and the

precipitate fractions with different protein concentrations (Table 1) were heating at 80 °C.
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Liver, stomach and intestine from O. niloticus contains trypsin-like enzymes (Bezerra et al.,
2005; Hinsui et al., 2006; Klahan et al., 2009) and the heating here performed aimed to
eliminate trypsin activity from tilapia preparations; presence of trypsin prevents the detection
of effect of tilapia preparations on the bovine trypsin used in the trypsin inhibitor assay.
Thermal treatment is efficient to denature trypsin and this alternative can be used in
procedures for trypsin inhibitor detection since that trypsin inhibitors generally are thermo-

resistant proteins (Paiva et al., 20006).

Table 1. Characterization of fractions from liver, stomach and intestine of tilapia

Ammonium sulphate Biochemical parameters
fractions Protein Protein Specific trypsin Total trypsin
(mg/mL) (mg) inhibitor activity inhibitor
(U/mg)*® activity (U)*
Liver
LF0-20 0.057 3.42 183.1 626.2
LF20-40 0.015 0.105 6,700.9 703.6
LF40-60 0.025 0.125 5,136.8 642.1
L supernatant 60 0.012 1.2 831.1 997.3
Stomach
SF0-20 0.017 0.17 6,000 1,020
SF20-40 0.107 0.535 561.5 300.4
SF40-60 0.360 2.16 189 408.2
S supernatant 60 0.130 1.3 1,002 1,302.6
Intestine
IF0-20 1.5 7.5 0 0
IF20-40 0.9 4.5 0 0
IF40-60 0.618 3.7 0 0
I supernatant 60 0.087 0.348 1.05 0.36

* Determined after heating of liver (L), stomach (S) and intestine (I) precipitated fractions (F)
and supernatants at 80 °C for 1 h.
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The ammonium sulphate fractions without trypsin-like activity contains trypsin
inhibitor since they were able to inhibit the BApNA hydrolysis by bovine trypsin. Highest
trypsin inhibitor activity was found for LF20-40 from liver followed by SF0-20 from
stomach; I supernant 60 from intestine promoted slight inhibition of bovine trypsin activity
(Table 1).

LF20-40 due to highest specific activity (Table 1) was selected for trypsin inhibitor
isolation by chromatography on column of immobilized trypsin (Figure 1A).
Chromatographic fractions were evaluated for protein concentration and trypsin inhibitor
activity (Figure 1B); the determined specific trypsin inhibitor activities of unadsorbed and
adsorbed pools were 48 and 950 U/mg, respectivelly. SDS-PAGE showed that unadsorbed
pool contains six polypeptide bands while two polypeptide bands were detected in the
adsorbed pool (Figure 1A, insets 1 and 2). These data reveals that the affinity chromatography
promoted purification of O. niloticus trypsin inhibitor (OnTI).

LF20-40, preparation containing OnTI, was evaluate for antibacterial effect on S.
aureus, K. pneumoniae and E. coli, microrganisms that causes several infectious diseases in
humans and have developed resistance to antibacterial agents (Saenz et al., 2001; Kanafani
and Fowler Jr., 2006; Dienstmann et al., 2010). Serine protease inhibitors may have a
common ancestor with antimicrobial peptides and molecules that contain a trypsin inhibitor

loop in their structure constitute potential antibacterial agents (Li et al., 2007).
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Figure 1. (A) Chromatography of LF20-40 on Trypsin-Agarose column; fractions (1.0 mL)

were collected; Insets 1 and 2 show SDS-PAGE of unadsorbed (fractions 3 to 15) and

adsorbed (fractions 30-34) pools, respectively. Polypeptides were stained with Coomassie

Brilliant Blue. (B) Trypsin inhibitor activity and protein concentration of unadsorbed and

adsorbed pools.
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Table 2 shows that LF20-40 was more active on Gram-positive bacterium (S. aureus)
than Gram-negative bacteria (K. pneumoniae and E. coli). The liver preparation had
bacteriostatic effect higher on S. aureus than K. pneumoniae, did not affect E. coli growth and
showed bactericidal activity only on S. aureus. These effects can be due to bacteria structure
that is permeable or not to OnTI; Gram-positive bacteria possess an outer and thick (20-80
nm) layer containing peptidoglycan while Gram-negative bacteria have a thin (5-10 nm)
peptidoglycan layer as well as an outer cell wall that functions as an additional barrier to the

entry of some antibacterial agents (Trabulsi and Atterthum, 2005).

Table 2. Antibacterial activity from LF20-40.

Bacteria Antibacterial activity (mg/mL)

MIC MBC
Staphylococcus aureus (+) 0.09 0.76
Klebsiella pneumoniae (-) 1.53 ND
Escherichia coli (-) ND ND

(+) Gram-positive bacteria. (-) Gram-negative bacteria. ND: not detected. MIC correspond to
the lowest concentration at which there was >50% reduction in bacteria growth and MBC to

the lowest concentration showing no bacterial growth.

Antibacterial activity of serine protease inhibitors isolated from animals has been
evaluated. Similarly to LF20-40, the inhibitor of metazoan Hydra inhibited S. aureus (MIC of
0.7-0.8 uM) but not E. coli growth and was suggested that the inhibitor appears to inhibit
protease which is essential for growth of S. aureus (Augustin et al., 2009). Trypsin inhibitor
of frog Odorrana grahami was able to kill S. aureus and the study revealed that the interface
between cell wall and cytoplasmic membrane disappeared probably due to lysis of both or
their separation; the cytoplasmic membrane is involved in cell wall synthesis and turnover,

affecting cell wall integrity and autolysis mechanisms (Li et al., 2007).
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5.4 Conclusion

Liver from O. niloticus is source of OnTI, a trypsin inhibitor with bacteriostatic and
bactericidal effects against S. aureus. To our knowledge there are no reports of trypsin
inhibitor from tilapia viscera. This work indicates tilapia liver, by-product from tilapia
filleting industry, as source of antibacterial agent. Additionaly, the study contributes for health

of Environment suggesting potential use for waste discharged into water-bodies and landfills.
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6. CONCLUSOES

Figado de O. niloticus ¢é fonte de inibidor de tripsina (OnTI) com efeitos
bacteriostatico e bactericida contra S. aureus. O trabalho indica o figado de tilapia,
subproduto da industria de filetagem de tilapias, como fonte de agente antibacteriano.
Adicionalmente, o estudo contribui para a saide do ambiente, sugerindo o uso potencial de

residuos despejados em massas de dgua e aterros sanitarios.



