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RESUMO – Peptídeos bioativos têm sido estudados extensivamente para elucidar seu 

potencial biológico e influência benéfica sobre o corpo humano. Estudos recentes 

relataram que frações de proteínas hidrolisadas apresentaram grande potencial quanto à 

capacidade de inibir processos de diferenciação celular e acúmulo de lipídeos em células 

adipócitas. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da concentração e das 

frações de peptídeos obtidas por ultrafiltração de uma mistura binária de proteínas do soro 

de leite e da clara de ovo hidrolisadas com a preparação comercial de proteases 

Flavourzyme 500L® sobre a supressão do acúmulo relativo de lipídeos (ARL) em células 

pré-adipócitas 3T3-L1. Os hidrolisados proteicos foram utilizados na suplementação do 

meio de cultivo das células pré-adipócitas 3T3-L1 em concentrações variando de 400 a 

1400ppm. Os hidrolisados foram ultrafiltrados para obtenção de três frações: I) <30 kDa, 

II) <10 kDa e III) <3 kDa. Na avaliação do efeito da concentração dos hidrolisados, foi 

obtida maior porcentagem de supressão do ARL (47,93%) quando as células 3T3-L1 

foram tratadas com os hidrolisados na concentração de 1200ppm. A ultrafiltração mostrou 

que as frações de massas moleculares inferiores a 30 kDa exerceram forte influência sobre 

a supressão do ARL. 

 

1. INTRODUÇÃO  

Peptídeos bioativos de proteínas alimentares têm sido estudados extensivamente ao longo da 

última década para elucidar seu potencial biológico e influência sobre os principais sistemas do corpo 

humano: digestivo, cardiovascular, nervoso e imunológico. Alguns peptídeos bioativos apresentam 

atividades biológicas com impacto positivo sobre a saúde, dentre as quais podemos citar: atividade 

antimicrobiana, antihipertensiva, antioxidante, anticancerígena, antiadipogênica e imunomoduladora, 

portanto têm perspectivas de serem incorporados como ingredientes em alimentos funcionais, 

nutracêuticos e medicamentos, onde essas bioatividades podem ser aliadas no controle e prevenção de 

doenças (Zhang et al., 2010; Tsou et al., 2010a; Tavares et al., 2011). 
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A obesidade é resultado de um desequilíbrio entre a ingestão e a real necessidade de energia, 

levando a um crescimento patológico de células adipócitas (Aoyama et al., 2000). A quantidade de 

tecido adiposo pode ser controlada por inibição da adipogênese em células precursoras ou pré-

adipócitas, como os pré-adipócitos 3T3-L1, que são os modelos mais bem caracterizados para o 

estudo de adipogênese. Muitos fatores de transcrição estão envolvidos na diferenciação de células 

pré-adipócitas em adipócitos, e a inibição ou regulação destes fatores pode levar a uma diminuição do 

acúmulo de gordura no organismo (Tsou et al., 2010a). A glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH) é 

uma enzima que ocupa uma posição chave no metabolismo da glicose, e está ligada à biossíntese de 

fosfolipídeos e triglicerídeos (Harding et al., 1975, Tsou et al., 2010a). A supressão da atividade 

GPDH pode resultar na inibição da diferenciação bem como na redução do acúmulo de lipídeos em 

células 3T3-L1, assim a determinação da atividade desta enzima pode ser empregada para avaliar o 

efeito antiadipogênico (Hirai et al., 2005). Outra enzima envolvida no processo de adipogênese é a 

ácido graxo sintetase (FAS), a qual participa da síntese endógena de ácidos graxos saturados de 

cadeia longa a partir dos precursores acetil-CoA e malonil-CoA (Rahman et al., 2008; Maier et al., 

2008). Tem sido relatado que certas frações de proteínas hidrolisadas possuem a capacidade de inibir 

a ação destas enzimas, regulando assim o processo de diferenciação celular e o acúmulo relativo de 

lipídeos. De acordo com Kim et al. (2007), estes hidrolisados apresentam grande potencial em 

tratamentos antiobesidade por diminuírem o acúmulo de gordura no organismo. 

Uma das formas mais comuns e rentáveis de produzir peptídeos bioativos é através da hidrólise 

enzimática de proteínas (Hernández-Ledesma et al., 2011). Esse processo oferece algumas vantagens, 

como: emprego de enzimas em concentrações muito baixas, reações rápidas em condições suaves e 

alta especificidade, gerando um produto livre de resíduos químicos e com melhores propriedades 

funcionais e nutricionais (Adler-Nissen, 1981). 

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antiadipogênica de uma 

mistura binária de proteínas do soro de leite e da clara de ovo hidrolisadas com a preparação 

comercial de proteases Flavourzyme 500L® durante o processo de diferenciação de células pré-

adipócitas 3T3-L1. Estudos envolvendo a concentração mais adequada dos hidrolisados proteicos e 

das diferentes frações obtidas por ultrafiltração na supressão do acúmulo relativo de lipídeos foram 

investigados. 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Protease 

A protease comercial Flavourzyme® 500L de Aspergillus oryzae (Novozymes e 

comercializada pela Sigma Aldrich) foi utilizada para obtenção dos hidrolisados proteicos. 

2.2. Obtenção dos hidrolisados proteicos 

Para obtenção dos hidrolisados proteicos, foi utilizada uma mistura binária de proteínas do 

soro de leite e proteínas da clara de ovo em iguais proporções. Amostras de 50 mL das soluções de 

proteínas 10,0% (p/v) e protease Flavourzyme 500L (50 U por mL de mistura reacional) foram 

Área temática: Processos Biotecnológicos 2



incubadas em pH 5,0 em banho-maria a 50°C sob agitação de 100 rpm durante 2h. Após a hidrólise, 

as soluções foram submetidas a tratamento térmico (100°C por 20 min) para inativação das proteases. 

As amostras foram centrifugadas a 17.000 x g a 5°C por 20 min e os sobrenadantes contendo os 

peptídeos bioativos foram coletados, congelados e liofilizados para os estudos de supressão do 

acúmulo relativo de lipídeos em células pré-adipócitas 3T3-L1. 

2.3. Inibição do acúmulo relativo de lipídeos em células 3T3-L1: efeito anti-adipogênico 

Cultivo das células e tratamento com os hidrolisados: As análises foram realizadas no 

Laboratório de Regeneração Nervosa, Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e 

Biofísica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Para verificação do efeito 

anti-adipogênico dos hidrolisados proteicos foi utilizada cultura de células 3T3-L1 (pré-adipócitos), 

proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As 

células pré-adipócitas 3T3-L1 foram semeadas em uma placa de 24 poços a uma densidade de 10³ 

células/poço. As células foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37ºC em estufa com atmosfera de CO2 (5,0%). Para 

indução da diferenciação, após 48h de cultivo e atingida a confluência, as células pré-adipócitas 3T3-

L1 foram estimuladas durante 48 horas com 3-isobutil-1-metilxantina (0,5 mM), dexametasona 

(0,1µM) e insulina (10 µg/mL em DMEM suplementado com soro fetal bovino (10,0%) (fase de 

diferenciação). Em seguida, as células pré-adipócitas foram mantidas com aplicação de meio DMEM 

suplementado com soro fetal bovino (10,0%) e 10 µg de insulina/mL a cada 48h durante 6 dias. O 

efeito anti-adipogênico dos hidrolisados foi avaliado segundo a supressão do acúmulo relativo de 

lipídeos (RLA) (Green e Kehinde, 1975) nas células 3T3-L1. O tratamento consistiu na aplicação dos 

hidrolisados proteicos durante o início da fase de diferenciação (2 dias pós confluência) e a cada 2 

dias, até ao final dos experimentos no 8º dia. Para verificação da influência dos peptídeos 

provenientes da preparação enzimática de proteases, testes preliminares foram realizados, onde as 

células pré-adipócitas 3T3-L1 foram tratadas com a preparação enzimática na mesma concentração 

utilizada para obtenção dos hidrolisados proteicos (50 U mL
-1

) previamente inativada em banho em 

ebulição por 20 min. 

Determinação do acúmulo relativo de lipídeos (ARL) em células 3T3-L1: No 6º dia após a 

diferenciação (8º dia de tratamento), as células 3T3-L1 foram coradas com Oil Red para determinação 

do conteúdo de lipídeos intracelulares ou de triglicerídeos (Green e Kehinde, 1975). As células foram 

fixadas com formaldeído (10,0 %) durante 1 h a temperatura ambiente. Após a fixação, as células 

foram lavadas duas vezes com isopropanol (60,0%) e corada com uma solução de Oil Red (0,3%) em 

isopropanol durante 15 min a temperatura ambiente. A solução de Oil Red foi removida e os poços 

lavados quatro vezes com água destilada. Após a lavagem, adicionou-se 1,5mL de isopropanol 

(100,0%) para dissolução completa do complexo contendo os lipídeos intracelulares, triglicerídeos e o 

Oil Red. A absorbância do complexo medida a 540nm é proporcional à concentração de lipídeos 

presente em cada amostra. O ARL (%) foi expresso como a relação entre a absorbância da cultura de 

células tratadas com os hidrolisados proteicos e culturas controle (onde os hidrolisados não foram 

aplicados). 
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Efeito da concentração dos hidrolisados proteicos sobre o acúmulo relativo de lipídeos 

(ARL): A mistura binária contendo proteínas do soro de leite e da clara de ovo hidrolisados foi 

avaliada em concentrações variando de 400 a 1400 ppm. 

Fracionamento dos hidrolisados por ultrafiltração: A amostra hidrolisada contendo a 

mistura binária de proteínas do soro de leite e da clara de ovo, na concentração mais adequada 

para supressão do ARL, foi submetida à ultrafiltração. O fracionamento foi realizado utilizando 

tubos de centrífuga para ultrafiltração com membranas de corte (MWCO) de massas moleculares 

de 30, 10 e 3 kDa (Millipore Corporation
®
 membranas de ultrafiltração, Billerica, EUA). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos mostraram que as células pré-adipócitas 3T3-L1 tratadas com a 

preparação de proteases previamente inativada não apresentaram diferenças significativas quando 

comparados aos ensaios onde as células não foram tratadas, portanto, os peptídeos gerados pela 

presença da enzima não apresentaram influência sobre a supressão do ARL (dados não 

apresentados).  

O aumento na concentração das amostras de hidrolisados contendo a mistura binária de 

proteínas do soro de leite e da clara de ovo aumentou a supressão do ARL nas células 3T3-L1, 

alcançando níveis máximos de supressão de 47,93% na concentração de 1200ppm (Figura 1). 

 

Figura 1 – Efeito da concentração da mistura binária de proteínas do soro de leite (1/2) e da 

clara de ovo (1/2) hidrolisadas sobre a supressão do ARL (%) em células pré-adipócitas 3T3-L1 

durante diferenciação. 
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Os hidrolisados da mistura binária contendo proteínas do soro de leite e da clara de ovo 

foram ultrafiltrados para obtenção de três frações: I) permeado 30 kDa (< 30 kDa), II) permeado 

10 kDa (< 10 kDa) e III) permeado 3 kDa (< 3 kDa). Os valores de ARL (%) nas células pré-

adipócitas 3T3-L1 tratadas com as frações ultrafiltradas foram avaliados comparativamente com 

os resultados obtidos para os tratamentos realizados com os hidrolisados não fracionados e ao 

controle, onde não houve tratamento (100,0% de ARL). Verificou-se que as células 3T3-L1 

apresentaram ARL entre 52,07 e 83,75%, resultando em supressão máxima de 47,93% quando 

tratadas com a amostra não fracionada (Figura 2). Os valores de ARL (%) obtidos nos 

tratamentos com as frações ultrafiltradas mostraram que há uma forte contribuição dos peptídeos 

de massas moleculares inferiores a 30 kDa sobre a supressão do acúmulo relativo de lipídeos nas 

células 3T3-L1 (Figura 2). É válido ressaltar, que estes resultados indicaram que a hidrólise 

enzimática com a protease comercial Flavourzyme 500L resultou em hidrolisados com 

distribuição equilibrada de tamanho de peptídeos e alta atividade antiadipogênica. Assim, o uso 

de ultrafiltração como um passo subsequente para obtenção de frações concentradas torna-se 

opcional, sendo um aspecto positivo para o processo. É válido ressaltar que a atividade biológica 

de proteínas e de seus hidrolisados está fortemente ligada à sequência e presença de aminoácidos 

específicos, não restringindo assim, a supressão do ARL nas células pré-adipócitas 3T3-L1 

somente ao tamanho dos peptídeos presentes em cada fração. 

Figura 2 – ARL (%) para as células pré-adipócitas 3T3-L1 tratadas com diferentes frações dos 

hidrolisados de proteínas do soro de leite e da clara de ovo obtidas após ultrafiltração. 
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A ultrafiltração pode ser utilizada para refinar, fracionar e obter peptídeos de forma mais 

concentrada e em tamanhos selecionados, no entanto há relatos que reportam aumento ou 

diminuição de atividades biológicas nas frações obtidas. Picot et al. (2010) estudaram a aplicação 

de ultrafiltração e nanofiltração com o intuito de verificar o impacto sobre a estabilidade e 

atividades biológicas de peptídeos bioativos obtidos por hidrólise enzimática de proteína de 

peixe. Os resultados obtidos mostraram que o fracionamento não gerou aumento ou até mesmo 

diminuíram as atividades antioxidante e anti-hipertensiva. Bernardini et al. (2012) estudaram o 

impacto do fracionamento por ultrafiltração de hidrolisados de proteínas sarcoplasmáticas de 

carne bovina obtidos por hidrólise com papaína. Foi observado que a capacidade de quelar Fe²
+
 

(atividade antioxidante) aumentou significativamente na fração obtida por UF em membranas de 

10 kDa. Gómez-Guillén et al. (2010) mostraram que a atividade antioxidante de hidrolisados de 

gelatina aumentou até 62% quando fracionados em membranas de 1 kDa. Tsou et al. (2010a) 

estudaram a aplicação de uma preparação comercial de proteases (Flavourzyme) na obtenção de 

hidrolisados proteicos de soja e avaliaram a capacidade antiadipogênica de frações dos 

hidrolisados submetidos a ultrafiltração. Os resultados obtidos revelaram que a hidrólise limitada 

de proteína isolada de soja permitiu a obtenção de hidrolisados com grande capacidade 

antiadipogênica, e que as frações obtidas por ultrafiltração inibiram mais eficientemente a 

atividade de glicerol-3-fosfato desidrogenase GPDH, sendo a fração obtida com membranas de 1 

kDa, a mais efetiva (59% de inibição). Tsou et al. (2010b) estudaram o efeito antiadipogênico de 

hidrolisados de proteína isolada de soja após tratamento enzimático com Neutrase e o efeito do 

fracionamento por ultrafiltração sobre a bioatividade. Assim como no estudo anterior, os 

resultados mostraram que peptídeos com massa molecular reduzida (entre 1300 e 2200 Da) foram 

mais efetivos na inibição da atividade GPDH. 

4. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos mostraram que a hidrólise enzimática utilizando a preparação 

comercial de proteases Flavourzyme
®
 500L e uma mistura binária contendo proteínas do soro de 

leite e da clara de ovo, apresentou influência positiva sobre a supressão do acúmulo relativo de 

lipídeos em células pré-adipócitas 3T3-L1 durante a diferenciação. O maior nível de supressão do 

ARL (%) foi de 47,93% quando as células 3T3-L1 foram tratadas com a mistura de proteínas do 

soro de leite e da clara de ovo hidrolisadas na concentração de 1200ppm. A ultrafiltração mostrou 

que frações de massas moleculares inferiores a 30 kDa exerceram forte influência sobre a 

supressão do ARL. 
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