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RESUMO

O aumento da demanda dos consumidores por produtos que contenham ingredientes
funcionais e benéficos a saude e bem-estar tem impulsionado o mercado de colageno
e seus hidrolisados. Atrelado a isso, alternativas que venham a baratear a producéo
desses compostos sdo incentivadas, levando a investigacdo da utilizacado de fungos
filamentosos para a producdo de proteases, de meios mais simples de extracao e
purificacdo dessas enzimas e do potencial de residuos de pescado como fontes de
coldgeno. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi produzir proteases
colagenoliticas a partir de Aspergillus heteromorphus URM 0269 usando fermentacao
em estado sélido, purifica-las utilizando sistema de duas fases aquosas (SDFA) e
aplica-las na hidrolise de colageno. Para isso, o micro-organismo foi cultivado (3g de
farelo de trigo, 20% de umidade, 30°C, 96 horas) para obtencao do extrato enziméatico
bruto. O extrato bruto foi entdo submetido a um planejamento fatorial (23) para
purificacdo de proteases colagenoliticas utilizando SDFA, tendo como variaveis
independentes: massa molar de PEG (Mrec), concentracdo de PEG (Crec) €
concentracdo de sulfato (Csuir). As proteases extraidas por SDFA PEG/sulfato foram
avaliadas quanto a sua estabilidade em diferentes niveis de pH (4,0 — 11,0). Para a
obtencéo do colageno, foram utilizados residuos de pele de cioba (Lutjanus analis)
submetidos a tratamento com acido acético (0,5M). A enzima foi particionada
preferencialmente para a fase rica em PEG (K>1) cujo maior fator de purificacdo e
recuperacao (FP = 6,256 e Y= 404,432%) foi obtido usando Mpec 8000 g/mol, Crec
30%, Csur 10%. A avaliacao do efeito do pH sobre a atividade enziméatica revelou que
a extracdo em SDFA foi capaz de aumentar a faixa de pH com alta atividade
enzimatica (7,0 — 11,0) em comparacdo com o observado no extrato bruto (6,0 — 7,0),
assim como a sua estabilidade, mantendo pelo menos 80% de sua atividade
proteasica apds 20 horas de incubacgdo. A extracdo do colageno de pele de cioba
(Lutjanus analis) resultou em um rendimento de 8,056% e o0 ensaio de hidrélise
utilizando as amostras enziméaticas de extrato bruto e aquelas da fase PEG do SDFA
se mostraram capazes de hidrolisar o colageno extraido, ambas obtendo um pico de
hidrolise ap6s 36h de tratamento. A partir dos resultados obtidos no presente trabalho,
espera-se que mais estudos sejam desenvolvidos a fim de elucidar as propriedades e
potencial biolégico dos hidrolisados produzidos.

Palavras-chave: Aspergillus heteromorphus, Enzimas, Particionamento, Peptideos.



ABSTRACT

The increase in consumer demand for products that contain functional ingredients that
are beneficial to their health and well-being has increased the market for agents of this
nature, such as collagen and its hydrolysates. Thus, research for alternatives that
make one or more stages of the production of these compounds more cost-effective is
constantly encouraged, leading to the investigation of the use of filamentous fungi to
produce proteases, simpler means of extraction and purification of these enzymes and
the potential of fish residues as sources of collagen. In this context, the objective of the
present work was to produce collagenolytic proteases from Aspergillus heteromorphus
URM 0269 using solid-state fermentation, extract them using aqueous two-phase
system (ATPS) and apply them in collagen hydrolysis. For this, the microorganism was
cultivated (3g of wheat bran, 20% humidity, 30°C, 96) to obtain the crude enzymatic
extract. The crude extract was then submitted to a factorial design (23) for the
purification of collagenolytic proteases using ATPS, having as independent variables:
PEG molar mass (Mpec), PEG concentration (Crec) and sulfate (Csurr). Subsequently,
the proteases extracted by PEG/sulfate ATPS were evaluated for their stability at
different pH levels (4.0 — 11.0). To obtain the collagen, residues of red snapper
(Lutjanus analis) skin were submitted to treatment with acetic acid (0.5M). The enzyme
was partitioned preferentially to the PEG-rich phase (K>1) whose highest purification
and recovery factor (PF = 6.256 and Y= 404.432%) was obtained using Mpec 8000
g/mol, Crec 30%, Csuif 10%. The evaluation of the effect of pH on the enzymatic activity
revealed that the extraction in ATPS was able to increase the pH range with high
enzymatic activity (7.0 — 11.0) compared to that observed in the crude extract (6.0 —
7.0), as well as its stability, maintaining at least 80% of their protease activity after 20
hours of incubation for all pH levels analyzed, except for pH 11.0. The extraction of
collagen from red snapper skin resulted in a yield of 8.056% and the hydrolysis assay
using the enzymatic samples of crude extract and those of the PEG phase of the ATPS
were able to hydrolyze the extracted collagen, both obtaining a peak of hydrolysis after
36 hours of treatment. From the results obtained in the present work, it is expected that
more studies will be developed to elucidate the properties and biological potential of
the hydrolysates produced.

Keywords: Aspergillus heteromorphus, Enzymes, Partitioning, Peptides.
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1. INTRODUCAO

A tendéncia global de aumento da busca por um estilo de vida mais saudavel,
atrelada a mudanca de hébitos alimentares e aumento pela demanda por ingredientes
funcionais em alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos, e de cuidados pessoais
tem impulsionado o mercado de produtos como os peptideos de colageno (AHMED et
al., 2020). De acordo com o relatério “Collagen Peptides Market” publicado em 2022
pela MarketsandMarkets, o valor estimado do mercado global de peptideos de
colageno em 2021 atingiu a marca de 631 milhGes de dolares, e o crescimento
projetado para os 5 anos seguintes € de 31,2%, chegando a 828 milhGes de ddlares
até 2026.

O aumento da demanda por produtos contendo peptideos de colageno esta
ligado diretamente ao crescimento de outro setor, o de producdo de proteases
colagenoliticas. No entanto, é sabido que essas enzimas tém um custo de producao
elevado, devido a fatores como as fontes utilizadas e processos de producédo e
purificacdo, por isso, alternativas viaveis de barateamento de uma ou mais etapas da
producdo dessas enzimas séo constantemente incentivadas (BHAGWAT; DANDGE,
2018).

As proteases colagenoliticas sdo enzimas capazes de degradar a estrutura
helicoidal tripla do colageno, sendo fundamentais para a producdo de peptideos de
colageno. Tanto animais quanto plantas e diversos micro-organismos sao produtores
de enzimas colagenoliticas, porém, a maioria das colagenases disponiveis atualmente
no mercado sdo de origem bacteriana (BLIEVA et al., 2020). Entre os micro-
organismos produtores de enzimas colagenoliticas, os fungos filamentosos
apresentam grandes vantagens, como alta produtividade e baixo custo de producéo,

e facilidade na recuperacao das enzimas produzidas (WANDERLEY et al., 2017).

Essas enzimas séo utilizadas para producédo de fragmentos biologicamente
ativos (OLIVEIRA et al., 2019), os chamados “peptideos bioativos de colageno”
(CHEN et al., 2018; HALIM et al., 2016). Esses fragmentos bioativos podem
apresentar fungdes bioldgicas variadas, com potencial antioxidante, anti-hipertensivo,
antitumoral e cicatrizante, podendo ser empregados pelas industrias farmacéutica,

alimenticia e cosmeética com baixo custo e seguranca, como na producdo de
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hidratantes, medicamentos cicatrizantes, suplementos, entre outros (FELICIAN et al.,
2019; KUMAR et al., 2019; CHEN et al., 2018).

A ingestao de peptideos de colageno de baixo peso molecular (entre 2kDa e 6
kDa) pode melhorar as condi¢des da pele e atenuar os danos induzidos pela radiagao
UV. Além disso, a capacidade dos peptideos para resistir em varias condicdes
gastrointestinais e térmicas pode ser util para a sua aplicagcdo como ingredientes para
o desenvolvimento de alimentos funcionais e aplicagbes nutracéuticas, bem como
intensificar seu potencial benéfico para a saide humana e animal (SINGH e VIJ,
2018). Portanto, objetivo dessa dissertacdo € produzir e purificar proteases
colagenoliticas a partir de Aspergillus heteromorphus URM 0269 usando fermentacéo

em estado sélido para aplicacdo na hidrélise de colageno.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Aspergillus na producéo de proteases

O género Aspergillus pertence ao filo Ascomycota e séo classificados como
fungos anamorficos, caracterizados por sua reproducdo e germinacdo assexuada
(Figura 1). A maior parte dos Aspergillus cresce em ambientes ricos em oxigénio
(aerdbios) e se desenvolvem na forma de bolores na superficie dos substratos
(SALIHI; ASOODEH; ALIABADIAN, 2017). Apesar de mais de 60 espécies do género
serem reconhecidas como patégenos, diversas outras sdo continuamente
investigadas quanto a producdo de moléculas de interesse, como a producdo de
celulase por A. niger (SIVA et al., 2022), de invertase por A. brasiliensis (GUERRERO-
URRUTIA et al., 2021), amilase por A. flavus (BELTAGY; ABOUELWAFA; BARAKAT,
2022), frutosiltransferase por A. oryzae (ALVARADO-OBANDO et al.,, 2022) e
proteases por A. heteromorphus (FERNANDES et al., 2020).

Dentre as diversas espécies de fungos filamentosos exploradas no
desenvolvimento de processos industriais para a producdo de metabdlitos e enzimas,
se destacam espécies do género Aspergillus, sendo o A. niger um dos mais
estudados. A espécie atualmente se estabelece como a mais tradicional fonte fungica
de enzimas e acidos organicos utilizados na industria (CASTRO; NISHIDE; SATO,
2014). No entanto, o potencial comercial das espécies do género é determinado pela
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atividade catalitica das enzimas produzidas sob diferentes condi¢des fisico-quimicas,
como temperatura e pH (RAKOV; ALEXANDER, 2019).

Figura 1. Estrutura béasica dos fungos do género Aspergillus.
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Fonte: Adaptada de Kaur (2017).

Além de produzirem enzimas de alto valor comercial e variadas aplicacdes
industriais, a utilizacdo de fungos filamentosos como os do género Aspergillus da
margem ainda a utilizacdo de residuos agroindustriais durante o seu cultivo (MATEI
et al., 2021). A fermentacao em estado soélido é considerada o método mais indicado
para o seu cultivo, visto que substratos solidos sdo 0os que mais se assemelham ao
habitat de origem desses organismos, propiciando seu crescimento e a secrecao de
enzimas extracelulares (CASTRO; NISHIDE; SATO, 2014). Desta forma a associa¢éo
de residuos agricolas a fermentacdo em estado solido resulta em caracteristicas
como: simplicidade de manejo durante a fermentacéo, baixo custo e alto rendimento

e concentragcdo de enzimas secretadas.

2.2 Extracdo de proteases com atividade colagenolitica utilizando SDFA

Abordagens tradicionais para a separagao e purificacdo de proteases incluem
0 uso de técnicas como a precipitacao, ultrafiltracdo, cromatografia e a eletroforese.
No entanto, esses procedimentos apresentam empecilhos que tornam sua aplicacéao
menos eficiente quanto ao seu custo-beneficio (VARADAVENKATESAN et al., 2021),
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como alto tempo de processamento, utilizacdo de solventes toxicos e danosos as
amostras analisadas, baixa especificidade e rendimento ou a necessidade de
equipamentos e membranas onerosas, como € 0 caso da cromatografia e

ultrafiltracdo, respectivamente (LIMA et al., 2013), o que inibe sua escalabilidade.

O sistema de duas fases aquosas (SDFA) é uma estratégia que engloba
separacao, concentracao e purificacdo, atributos ideais em uma técnica de extracao.
Os SDFAs geralmente sdo compostos pela mistura de dois polimeros hidrofilicos, um
polimero e um sal ou um alcool e um sal, separados de forma espontanea em um
meio aquoso (SILVA et al.,, 2017). O emprego de SDFAs apresenta diversas
vantagens como: baixo tempo de processamento; baixo consumo de energia; uso de
materiais de baixo custo; baixa complexidade técnica; replicabilidade em diferentes
escalas e possibilidade de reutilizagdo dos materiais utilizados (ROSSO et al., 2012),

permitindo sua utilizac&o tanto no contexto académico quanto no industrial.

Ao contrario de metodologias danosas a biomoléculas sensiveis, 0os polimeros
utilizados e o teor de agua presente nos SDFAs tendem a estabilizar a estrutura
proteica e aumentar sua atividade biolégica (VARADAVENKATESAN et al., 2021).
Dessa forma, os SDFAs tém sido adaptados e utilizados no processo de recuperacao
e purificacdo de variados materiais biol6gicos como anticorpos (CHEN et al., 2022),
horménios (BUARQUE et al., 2020), polissacarideos (ZHU et al., 2020), compostos
fenolicos (XAVIER et al., 2013) e enzimas, como xilanase (LOUREIRO et al., 2017),
lipase (SOUZA et al., 2015) catalase (KARAKUS; ISIK, 2019), proteases
(FERNANDES et al., 2020) e colagenases (WANDERLEY et al., 2017).

2.3 SDFA: Diagrama de fases e fatores que influenciam o particionamento

O diagrama de fases indica as condicfes necessarias para o particionamento
e formacao das fases. O diagrama (Figura 2) apresenta uma curva binodal (TCB), que
separa a regido bifasica (acima da curva), com concentra¢des que levam a formacao
de duas fases imisciveis, da regido homogénea (abaixo da curva). A linha reta no
diagrama (TB) é chamada de “linha de amarragao” e determinam sistemas com fases
em equilibrio (S1, S2 e S3). O ponto C da curva é chamado de “ponto critico”. Acima
desse ponto, o volume das duas fases é teoricamente igual e o valor do comprimento

da linha de amarracgéo é igual a zero (IQBAL et al., 2016).
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Figura 2. Representagdo esqueméatica do diagrama de fases.
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Fonte: Adaptado de Igbal et al. (2016)

2.3.1 Caracteristicas do polimero e a presenca de sal

A formacédo de fases no SDFA é influenciada por diferentes fatores como a
concentracdo e a massa molecular do polimero, assim como a propria presenca do
sal, cuja concentracdo e composicdo também altera o comportamento das fases
(ASENJO; ANDREWS, 2011). De maneira geral: (1) quanto maior a massa molar do
polimero, menor sera sua concentracdo necessaria para a formacéo das fases; (2)
quanto maior a massa molar do PEG, menor sera o coeficiente de particdo (K); (3) em
sistemas polimero-sal, quanto maior a concentracdo do polimero, menor sera a
particdo para a fase rica em polimero, principalmente, por conta da excluséo estérica
de biomoléculas da fase ou por mudancas na hidrofobicidade das fases (GRILO;
AIRES-BARROS; AZEVEDO, 2014). Este fen6meno que ocorre no aumento tanto da
massa molar como na concentragdo do polimero é denominado teoria do volume
excluido (FERNANDES et al., 2020).
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2.3.2 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade tem um papel importante no particionamento de proteinas,
visto que dois efeitos principais estdo envolvidos em interacfes hidrofobicas: efeito
salting out e o efeito de hidrofobicidade da fase. Em sistemas polimero-sal, a
hidrofobicidade pode ser alterada pela variagdo do comprimento da linha de
amarracao, massa molar do polimero ou pela adicdo de sal, que tem efeito direto
sobre o diagrama de fases. A adicao de sal no sistema tem um efeito significativo no
coeficiente de particdo, pois esses sais contém ions de diferentes hidrofobicidade e
os ions hidrofébicos forcam a particdo da molécula para a fase com maior
hidrofobicidade e vice-versa (RAJA et al., 2012).

2.3.3 pH

O pH do sistema pode alterar a carga e as propriedades da superficie do soluto,
afetando a particdo. A carga da proteina se torna negativa em um sistema com pH
mais alto do que o ponto isoelétrico (PI) e positiva em um sistema com pH mais baixo
do que o Pl. Quando o pH € igual ao PI, a carga liquida é zero. Na literatura, observa-
se que o particionamento de biomoléculas com carga negativa em sistemas mais
alcalinos resultou no aumento do coeficiente de particdo e preferéncia pela fase

superior (rica em PEG) por conta do momento dipolar positivo (IQBAL et al., 2016).

2.3.4 Temperatura

A temperatura tem influéncia sobre a composi¢cdo das fases do sistema e,
consequentemente, sobre o diagrama de fases. Alteracfes de temperatura afetam o
particionamento através da viscosidade e densidade, por isso a manutencdo de um
controle rigido da temperatura durante a execucao da metodologia € recomendada.
De maneira geral, a separagéo das fases &€ melhor em temperaturas mais baixas em
SDFAs polimero-polimero com menores concentracbes de polimero, enquanto o
efeito inverso é observado em sistemas polimero-sal (WALTER; JOHANSSON, 1994).

2.4 Extracdo de colageno de peixes

O colageno é a proteina fibrosa mais abundante na matriz extracelular, (cerca
de 25-35% do conteudo total de proteinas). O colageno é um dos principais

componentes de do tecido conjuntivo, onde desempenha a funcdo de sustentacao
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tecidual e protecdo mecanica, atuando na manutencao e regeneracao dos tecidos,
além de algumas funcbes mais sofisticadas, como armazenamento e liberacdo de
fatores de crescimento. Até o presente momento, 29 subtipos da familia das moléculas
colagenosas foram catalogados, identificados de | até XXIX, baseado na estrutura,
funcao e propriedades. Dentre estes, o colageno no tipo 1 (COL-I) é o mais abundante
(90% do colageno total), seguido de outros comumente encontrados como 0s tipos
COL-II, COL-lll e COL-IV (OLATUNJI, 2020; LIM et al., 2019).

As moléculas colagenosas tém como sua estrutura molecular caracteristica a
forma de tripla hélice, composta por trés cadeias a-polipeptidicas posicionadas em
torno de um eixo central. Essa conformacéo se da pela repeticdo de dominios glicina
(GLY) = “X” = “Y”, onde “X” e “Y” sdo prolina e hidroxiprolina, respectivamente
(ADAMIAK; SIONKOWSKA, 2020). A alta concentragdo de glicina na estrutura,
garante a essas moléculas sua rigidez e estabilidade caracteristicas, devido as
ligacbes de hidrogénio que esse aminoacido € capaz de produzir entre 0s
grupamentos amina (-N — Hz2) e o grupo carbonila (—-CO-) de cadeias adjacentes
(LEON-LOPEZ et al., 2019).

O colageno tem uma variedade de aplicacbes possiveis, por isso, tem sido
buscado por diversas industrias (farmacéutica, alimenticia, cosmética, biomédica,
téxtil) e suas potencialidades, como sua biocompatibilidade e alta disponibilidade, sao
continuamente investigadas (YORGANCIOGLU et al., 2020). A alta disponibilidade do
coldgeno se deve a diversidade de fontes possiveis para a sua obtencdo. As fontes
mais tradicionais para extragdo do coldgeno séo provenientes da agropecuéria, como
as fontes bovinas, suinas e de aves, dos quais podem ser aproveitados pele, 0ssos e
tenddes, materiais que comumente ndo sao destinados ao consumo e acabam por

serem descartados (LIM et al., 2019).

No entanto, algumas preocupacdes relacionadas a utilizagdo desses animais
como fontes, desde zoonoses transmitidas mamiferos terrestres (encefalopatia
espongiforme bovina, gripe suina) e a aves (gripe aviaria) até limitacdes
culturais/religiosas presentes em algumas culturas acerca do consumo dessas
espécies, levaram a busca por outras fontes e ascensao da investigacao do colageno

de fontes aquaticas, que ndo tém as mesma limitagbes -culturais e estdo
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geneticamente distantes o suficiente dos mamiferos para evitar a transmissao de
doencas (YORGANCIOGLU et al., 2020).

Organismos aquaticos como vertebrados marinhos (mamiferos, peixes
teledsteos e cartilaginosos), esponjas, estrelas-do-mar, anemodnas-do-mar, aguas-
vivas e alguns crustaceos podem ser utilizados como matéria-prima para obtencao de
colageno, a partir do aproveitamento de pele, escamas, cartilagens e carapacas
(Figura 3). A utilizagéo desses seres representa vantagens quando comparada ao uso
de mamiferos terrestres como: processo de extracao facilitado; erradicacédo do risco
de transmissdo das patologias que atingem especificamente os mamiferos; alta
disponibilidade dessas fontes (LIM et al., 2019).

Figura 3. Exemplos de subprodutos da indUstria pesqueira com potencial para obten¢&o de coldgeno.

Escama

Bexiga natatéria

Musculo

Fonte: Oliveira et al. (2021).

O processo de obtengédo do colageno é composto por etapas de preparacao
(pré-tratamento), extracao e recuperacao, estando suscetivel a variacdes (OLATUNJI,
2020). Durante o pré-tramento, é feita a limpeza e separacédo das amostras, seguida
de um tratamento quimico para a remocao de moléculas ndo-colagenosas, como
lipidios e outras proteinas (AHMED et al., 2020). A etapa de extracdo pode ser
realizada a partir do emprego de solugbes &cidas (GIRALDO-RIOS; RIOSZAPATA-
MONTOYA, 2020), alcalinas, exposicéo a temperaturas elevadas (LIU et al., 2015) ou
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até atividade enzimatica (IDEIA et al., 2019), de acordo com a espécie e a parte do

animal utilizada, assim como o conteido da amostra aplicada.

No método acido-sollvel (ASC), as solucdes acidas sao utilizadas com a
finalidade de clivar ligacdes nao-covalentes e tornar o colageno mais soluvel e
remover moléculas ndo-colagenosas sem causar danos a sua estrutura. Os acidos
mais comuns utilizados nas solucdes sédo o acido acético, acido latico, acido citrico e
acido cloridrico (LIM et al., 2019). No método pepsina-solivel (PSC), enzimas
proteoliticas (frequentemente a pepsina), sdo utilizadas para aumentar a solubilidade
das moléculas colagenosas através da quebra de algumas ligacdes peptidicas de
forma especifica, o que também contribui para uma menor geracdo de residuos e
aumento do rendimento ao final do processo da extracao (IDEIA et al., 2019; BLANCO
et al., 2017). Vale destacar que, apesar de uma metodologia aparte, o tratamento

enzimatico € geralmente realizado em conjunto com um tratamento quimico prévio.

2.5 Colagenases como enzimas produtoras de peptideos

Para a producéo de peptideos a partir de uma molécula colagenosa nativa &
necessaria a prévia desnaturacdo de sua estrutura, que nao é facilmente degradada
por qualquer enzima. Por isso, para a sua producao se faz necessario o tratamento
guimico prévio do colageno nativo ou a utilizacdo da gelatina como matéria-prima. A
partir do coladgeno desnaturado sdo empregadas proteases com atividade
colagenolitica, enzimas capazes de clivar a tripla hélice do coldgeno de forma
especifica (OLIVEIRA et al., 2017). Assim, as cadeias polipeptidicas geradas se
tornam susceptiveis a acdo de outras proteases, que, por sua vez, auxiliam na
clivagem das estruturas em fragmentos ainda menores (OLATUNJI, 2020), variando
entre 3-6 kDa, a depender das enzimas empregadas no processo e suas respectivas

ligacdes-alvo.

A producdo de enzimas colagenoliticas € relevante para diversas atividades
industriais, como na composi¢cado de detergentes (SINGH; MANGLA; SINGH, 2021,
SILVA et al., 2018), o processamento de couro (HASAN; HAQUE; RAHMAN, 2022),
processamento de pescado e fabricacéo de alimentos e bebidas, além de produtos da
indUstria farmacéutica, cosmética e seu uso em pesquisas cientificas ligadas a
fisiologia humana e animal (PAL; PV, 2016; DABOOR et al., 2012). Devido a sua alta
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demanda, estudos acerca da producdo dessas enzimas tém se concentrado na

investigacdo de micro-organismos capazes de sintetiza-las intensivamente.

Tradicionalmente, os micro-organismos estudados mais extensamente quanto
a producéo de proteases colagenoliticas sédo bactérias do género Bacillus, no entanto,
o potencial dos fungos filamentosos na producdo enzimatica (BLIEVA et al., 2020),
atrelado as caracteristicas intrinsecas a biologia desses organismos (material de
menor custo, maior produtividade, producdo mais rapida) atraem a atencdo da
academia e industria para a sua utilizagdo por tornarem o processo produtivo menos
oneroso (LIMA et al., 2021).

2.6 Peptideos Bioativos de Colageno

A hidrolise de uma molécula com alta massa molecular como o colageno, leva
a geracdo de fragmentos de menor peso molecular, conhecidos como peptideos.
Esses produtos gerados apresentam propriedades e utilidades variaveis, diferentes
daquelas observadas nas moléculas nativas. Assim, ao longo dos anos foram
investigados hidrolisados de diferentes fontes como leveduras (MARSON et al., 2020),
leite (AL-SHAMSI et al., 2018), residuos lignocelulésicos (LI; QIWAN, 2020), carne
suina, carne de aves (WANG & SHAHIDI, 2018) e residuos pesqueiros (DE et al.,
2020; KRASNOVA; SEMENOV; ZARUBIN, 2020), sendo os dultimos fontes

promissoras de colageno.

A hidrélise do colageno desintegra suas ligacdes de hidrogénio, o que resulta
na conversao de sua estrutura nativa (tripla-hélice) em estruturas espirais “aleatérias”.
Esse produto pode ser fracionado ainda mais para obtencdo de uma variedade de
subunidades menores, com propriedades modificadas (menor viscosidade, baixo
Ponto Isoelétrico, aumento da biodisponibilidade) (LEON-LOPEZ et al., 2019; CHEN
et al., 2014). No entanto, a desagregacdo de uma estrutura fibrosa como a do
colageno é mais dificil de ser realizada quando comparada a proteinas globulares, o
gue leva a uma baixa taxa de hidrélise. Essa caracteristica torna o colageno vantajoso
para aplicagdes comerciais (ARAUJO et al., 2020). Os principais produtos desta
hidrolise sdo: a gelatina e os peptideos com funcdes biologicas diversificadas de

acordo com a fonte de colageno (HALIM et al., 2016).
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Peptideos sédo fragmentos de baixa massa molecular obtidos a partir da
clivagem de uma proteina, e sdo dotados de caracteristicas ndo observadas na
molécula nativa, como maior biodisponibilidade e absor¢do pelo organismo, o que
propicia suas variadas atividades biolégicas (ZAMORANO-APODACA et al., 2020;
CHUN et al., 2017). Ha uma grande variedade de propriedades alcancaveis a partir
da hidrélise do colageno, como diferentes solubilidades, a¢cdes no organismo e
condi¢des Otimas de atividade (LEON-LOPEZ et al., 2019).

Os peptideos sédo fisiologicamente importantes para o0 organismo,
desempenhando funcdes fisioldgicas importantes, sdo exemplos: Insulina (horménio
liberado pelo pancreas, responsavel pela reducéo da glicemia sanguinea) (QASEM et
al., 2019); Ocitocina (neurotransmissor secretado pela hipofise, essencial durante o
parto e lactacdo) (SUZUKI, 2018); Peptideo Natriurético Atrial (produzido pelo tecido
cardiaco, atuando na manutencdo da homeostase do tecido cardiovascular) (MAISEL
et al., 2018); e Gastrina (associada ao estimulo da liberacdo do acido gastrico pelo

estbmago e ao comportamento alimentar) (BOHLER et al., 2019).

Os peptideos de colageno, por sua vez, sdo conhecidos por fungées bioldgicas
como: potencial antioxidante (WU et al., 2018); anti-hipertensivo (inibidor de enzima
conversora de angiotensina (ECA)) (FU et al., 2016); antitumoral (KISLING; LUST,;
KATWA, 2019); cicatrizante (YAMANAKA; OKADA; SANADA, 2017);
antienvelhecimento (ZHANG et al., 2020) e formacédo e manutencdo 6ssea (ZHU et
al., 2020), podendo ser empregados pelas industrias farmacéuticas e cosméticas
como na producao de hidratantes e medicamentos cicatrizantes, assim como na
industria alimenticia na producdo de alimentos e bebidas funcionais, suplementos
alimentares, fortificantes, entre outros, beneficiando a saude humana e animal
(FELICIAN et al., 2019; KUMAR et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Produzir e purificar proteases colagenoliticas a partir de Aspergillus heteromorphus
URM 0269 usando fermentacdo em estado solido para aplicagdo na hidrolise de
colageno.

3.2 Objetivos especificos

- Desenvolver uma revisdo com analise bibliométrica acerca dos peptideos de

colageno oriundos de organismos aquaticos e suas aplicacdes;

- Realizar fermentacdo em estado sélido para producdo de colagenase por A.
heteromorphus URM 0269;

- Particionar e extrair a protease colagenolitica produzida por A. heteromorphus URM

0269 usando sistemas de duas fases aquosas;

- Hidrolisar coldgeno extraido de peixe utilizando a colagenase produzida por A.
heteromorphus URM 02609.
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RESUMO

O desenvolvimento da industria de peptideos de colageno esta relacionado a novas
tendéncias de consumo por parte da populacdo, com projecao de alcance de um valor
de US$ 795 milhdes até 2025. Dada a relevancia do tema, no presente trabalho é
fornecida uma viséo geral sobre colageno, suas fontes e aplica¢des, assim como séo
discutidas as propriedades e bioatividades dos peptideos formados a partir de sua
hidrolise. Além disso, para a obtencdo de um panorama global das tendéncias de
publicacdo, co-autoria e co-ocorréncia de palavras-chave, foi realizada uma anélise
bibliométrica. Os dados bibliométricos foram obtidos na plataforma Web of Science,

com a utilizagao dos descritores “marine collagen peptide”, “marine collagen peptides”,
“aquatic collagen peptide”, “aquatic collagen peptides”, “marine collagen hydrolisate”,
‘marine collagen hydrolisates”, “aquatic collagen hydrolisate” e “aquatic collagen
hydrolisates” e do operador boleano “OR”, a fim de incluir na pesquisa termos que
abrangem as possiveis variagdes utilizadas pelos autores. A partir dos resultados
obtidos, foram selecionados artigos e revisdes publicados entre o ano 2000 e 2021. A
partir da analise dos dados coletados, ficou evidente a natureza ainda relativamente
recente da pesquisa de peptideos de colageno derivados de organismos aquaticos e
o destaque de paises da Asia e Europa como lideres no segmento. A andlise de co-
autoria revela uma rede de colaboracdo entre autores/instituicées ainda escassa e
fortemente restrita a pesquisadores/instituicdes da mesma regido. A analise de co-
ocorréncia revela que grande parte dos trabalhos séo relacionados a area da saude,
destacando seu potencial na prevencgao/tratamento de doencas. Diante dos resultados
obtidos, espera-se que o crescimento do ramo produtor e comercial desses peptideos
seja acompanhado pela amplificacdo da colaborac&o entre autores e instituicoes de
diferentes territorios, estabelecendo uma rede global de parcerias.
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ABSTRACT

The development of the collagen peptides industry is related to new consumption
trends in the population, with a projection of reaching a value of 795 million USD by
2025. Given the relevance of the topic, the present work provides an overview on
collagen, its sources and applications, as well as the properties and bioactivities of the
peptides formed from its hydrolysis are discussed. In addition, to showcase a global
overview of publication trends, co-authorship and co-occurrence of keywords, a
bibliometric analysis was performed. Bibliometric data were obtained from the Web of
Science platform, using the descriptors “marine collagen peptide”, “marine collagen
peptides”, “aquatic collagen peptide”, “aquatic collagen peptides”, “marine collagen
hydrolisate”, “marine collagen hydrolisates”, “aquatic collagen hydrolisate” and
“aquatic collagen hydrolisates” and the Boolean operator “OR”, to include terms that
cover the possible variations used by the authors in the search. From the results
obtained, articles and reviews published between 2000 and 2021 were selected. From
the analysis of the data collected, it became evident the still relatively recent nature of
the research on collagen peptides derived from aquatic organisms and the role of
countries in Asia and Europe as leaders in the segment. The co-authorship analysis
reveals that the collaboration network between authors/institutions is still scarce and
strongly restricted to researchers/institutions in the same region. The co-occurrence
analysis reveals that most of the works are related to the health area, highlighting its
potential in the prevention/treatment of diseases. In view of the results obtained, it is
expected that the growth of the production and commercial branch of these peptides
will be accompanied by the amplification of collaboration between authors and

institutions from different territories, establishing a global network of partnerships.
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1. INTRODUCAO

A manutencao de um estilo de vida saudavel é primordial para a prevencao e/ou
tratamento de doencas cronicas, tais como diabetes, hipertensdo, cancer; além de
uma série de outras doengas inflamatérias e/ou autoimunes que limitam o bem-estar
e ameacam a vida de pacientes acometidos mais gravemente. A conscientizacao
deste fato acarreta o aumento da exigéncia dos consumidores por alternativas mais
naturais e saudaveis através do uso de produtos e suplementos alimenticios,
farmacos, compostos nutracéuticos, além de produtos cosméticos. Neste cenario, 0s
peptideos produzidos a base de colageno de fontes sustentaveis surgem como
aliados terapéuticos, tendo sido cada vez mais incentivado seu uso no mercado global,
principalmente devido as suas iniUmeras propriedades benéfica a saude (AHMED;
VERMA; PATEL, 2020).

O segmento produtor de peptideos de coladgeno vem tendo um crescimento
exponencial nos ultimos anos, fato relacionado principalmente a nova tendéncia de
consumo por parte da populacdo. O crescimento do mercado global de peptideos de
colageno se reflete em nimeros expressivos, tendo atingido o patamar de US$ 599
milhdes em 2020, com uma projecao de desenvolvimento e alcance da marca de
US$ 795 milhdes até 2025, numa expansdo que deve atender aos mercados
Europeus, da América do Norte e do Sul, além da Asia (MARKETS AND MARKETS,
2021).

No mercado comercial, as principais apresentacfes dos peptideos de colageno
sdo nas formas seca e em pé, requeridas principalmente pela industria de alimentos
e bebidas, onde sdo adicionados a suas preparagdes (como suplementos nutritivos e
alimentos funcionais). Além disso, ressalta-se o0 aproveitamento dos peptideos pelas
industrias farmacéuticas, biomédicas e até cosmeéticas, onde o colageno e seus
derivados séo focos de cada vez mais estudos relacionados a suas propriedades e
aplicacbes (NUNES et al., 2020). Uma das formas de mapear as tendéncias dentro
desta area de pesquisa tem sido o uso de ferramentas computacionais e softwares
que ajudam a agrupar e identificar os padroes de estudo dos peptideos e suas
aplicacbes ao longo do tempo. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho é
realizar uma revisdo utilizando dados bibliométricos acerca dos peptideos de
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colageno, focando nas novas tendéncias de mercado para o produto de fonte

aguatica.

2. METODOLOGIA

A abordagem metodolégica foi realizada tomando como base dois momentos
distintos de pesquisa: (1) levantamento e catalogacdo de dados cientificos para o

embasamento tedrico; e, (ii) levantamento bibliométrico de dados cientificos.
0] Levantamento e Catalogacdo dos dados cientificos:

Para o desenvolvimento desta revisdo bibliografica foram realizadas buscas a
partir de bancos de dados cientificos, como ScienceDirect
(https://lwww.sciencedirect.com/), Elsevier (https://www.elsevier.com/), Scopus
(https:/lwww.scopus.com/), PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), Wiley Online
Library (https://onlinelibrary.wiley.com/) e o] Google Scholar
(https://scholar.google.com.br/), utilizando como palavras-chave: “collagen”, “collagen
sources”, “aquatic collagen”, “collagen properties”, “collagen extraction”, “collagen
hydrolysis", “collagen peptides”, “collagen bioactive peptides”, “collagen peptides
applications”. Para tanto, realizou-se a leitura dos titulos e resumos para selecédo dos
artigos, livros, capitulos de livro, notas cientificas, entre outros, excluindo os que nao
estavam dentro da proposta ou mesmo que nao continham informacdes relevantes
para a investigacdo. Foram incluidas publicacbes em inglés e portugués que
atenderam aos critérios de busca. Dessa forma, uma revisao bibliografica foi realizada
a fim de compor a fundamentagédo tedrica e reunir o conhecimento atualmente
presente na literatura cientifica acerca das propriedades, fontes e técnicas de extragédo
do colageno, assim como meétodos de producdo, aplicacbes e bioatividades dos
peptideos obtidos a partir de sua hidrolise.

(i) Abordagem bibliométrica dos dados:

Os dados bibliométricos utilizados nessa pesquisa foram obtidos na plataforma
online Web of Science. Os descritores utilizados na base de dados foram: “marine
collagen peptide”, “marine collagen peptides”, “aquatic collagen peptide”, “aquatic
collagen peptides”, “marine collagen hydrolisate”, “marine collagen hydrolisates”,
“aquatic collagen hydrolisate” e “aquatic collagen hydrolisates”. Todos os termos foram

buscados no campo “Topico”, para que incluissem resultados de titulos, resumos,
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palavras-chave dos autores e palavras-chaves Plus, recurso préprio da base de dados
gue expande o conjunto de palavras-chaves relacionadas aos documentos elencando
termos frequentemente citados ao longo dos trabalhos. Além das palavras-chave, o
operador boleano “OR” foi empregado a fim de incluir na pesquisa termos que
abrangem as possiveis variagfes utilizadas pelos autores. A partir dos resultados
obtidos, foram selecionados apenas artigos cientificos e artigos de revisédo publicados
entre os anos de 2000 e 2021, visto que esse tipo de publicacdo fornece dados

cientificos mais completos.

Os dados da busca (registro completo e referéncias citadas) foram entéo
exportados e lancados no software de analise de dados bibliométricos VOSviewer©
(versdo 1.6.17), que é capaz de criar redes e formar clusters (agrupamentos) de dados
através da analise da intensidade de sua correlacdo. O software Microsoft Excel
também foi utilizado para organizar os dados obtidos da pesquisa. No presente
trabalho, foram analisadas as relacdes de co-autoria entre pesquisadores,
organizacfes, universidades e paises, a fim de identificar redes de colaboracao.
Ademais, a co-ocorréncia de palavras-chaves entre os trabalhos da area de interesse
foi analisada, a fim de evidenciar tendéncias dentro do campo de pesquisa. Um
resumo do processo de busca e obtencdo dos dados bibliométricos esta ilustrado na

Figura 1.
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Parametros de busca:

Banco de dados: Web of Science™;
Pesquisa bésica: Topico;

Tipos de documento: Artigos e Revisdes;
Periodo de publica¢édo: 2000 — 2021.

!

Palavras-chaves e operadores boleanos:

“marine collagen peptide” OR “marine collagen peptides” OR “aquatic collagen peptide” OR
“aquatic collagen peptides” OR “marine collagen hydrolisate” OR “marine collagen
hydrolisates” OR “aquatic collagen hydrolisate” OR “aquatic collagen hydrolisates”

!

36
resultados

!

Exportacédo dos dados
Registro completo e referéncias citadas

!

Andlise Bibliométrica
(VOSviewer 1.6.17©)

Analise de Coautoria: Autores J | ‘ L Analise de Coautoria: Paises
Andlise de Coautoria: Organizacdes Analise de Coocorréncia: Palavras-chaves

Figura 1. Fluxograma do processo de busca e obtencéo dos dados bibliométricos utilizados na anélise.

3. Colageno: fontes, extracéo e propriedades.

O colageno é a proteina fibrosa mais abundante nos animais, representando até
30% de todo seu conteudo proteico. Estruturalmente, as fibras do colageno se
apresentam na forma de uma tripla hélice, formada por 3 subunidades torcidas ao
redor de um eixo unico (CHEN et al., 2021). As fontes mais tradicionais de colageno
séo bovinos (SONG et al., 2021), suinos (ZHU et al., 2020) e aves (HONG et al., 2021),
porém, ao longo dos anos, a investigacdo de fontes aquéticas tem ganhado forga
(SALVATORE et al., 2020). Essa mudanc¢a de panorama se deve a percepcao dos
beneficios dessas fontes alternativas, que incluem biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além de vantagens particulares dos organismos aquaticos como
a falta de impedimentos culturais e religiosos para seu consumo (observados quanto

ao consumo de bovinos e suinos em algumas culturas), uma maior diversidade de
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organismos a serem utilizados e por ndo estarem associados a transmissao zoonoses,
como as fontes bovinas (encefalopatia espongiforme bovina) e avicolas (gripe aviaria)
(AKITA et al., 2020; DAVE et al., 2019).

Os ecossistemas marinhos séo fontes de uma série de produtos valiosos, desde
minerais, acidos graxos, aminoacidos, compostos bioativos e proteinas, como
colageno, uma proteina de alto valor comercial e biolégico (OLATUNJI, 2020; DAVE
et al., 2019). O coldgeno de organismos marinhos pode ser extraido de vertebrados,
como de peixes (SHANG et al., 2020) e invertebrados, tais como moluscos, esponjas,
pepinos-do-mar, anémonas do mar (LI et al., 2020; FERRARIO et al., 2017).

A obtencéo do produto colagenoso de fontes aquaticas é similar ao de organismos
terrestres, podendo se da através de um método isolado ou de uma combinacéo de
técnicas, utilizando principalmente, &cidos, sais, meios de hidrélise enzimatica, além
de métodos mais inovadores, como a utilizacdo do ultrassom (Figura 2). Igualmente
relevante, o pré-tratamento do material € uma etapa crucial, que consiste na retirada
de impurezas (proteinas ndo colagenosas, material gorduroso, detritos e sujidades),
além de propiciar a reducao de tamanho das amostras, aumentando o contato das
partes com as solucbes de extracdo (AHMED; VERMA; PATEL, 2020), o que pode

melhorar o rendimento de obtencédo da matéria-prima (OLIVEIRA et al., 2021).

A extracdo do colageno se da a partir de uma variedade de técnicas, com
metodologias e vantagens/desvantagens igualmente variaveis: (1) A solubilizacdo em
acido se baseia na caracteristica do colageno de ser mais solavel em &cido do que
em 4gua. Dessa forma, a solugdo acida aumenta a repulsdo entre as moléculas de
tropocolageno, levando & sua solubilizacdo. Este colageno é designado Acido Soluvel
(ASC) (AHMED; VERMA; PATEL, 2020); (2) Outro método aplicado € o de hidrélise
enzimatica, que geralmente € empregado sozinho e/ou em conjunto com o metodo
acido, visando aumentar o rendimento final da extragdo. Nesse método, as enzimas
mais utilizadas sdo: pepsina, papaina e colagenase, sendo a pepsina a mais
empregada no aproveitamento de residuos pesqueiros (enzima comercial e/ou
extraida da propria espécie de pescado) (LI et al., 2020); (3) O método de solubilizacao
em sal, apesar de menos requisitado (por conta da menor solubilidade do colageno
nesse meio e consequentemente menor rendimento), também pode ser utilizado. Para
essa técnica, geralmente s&o utilizadas solucdes de cloreto de sédio (NacCl)
(OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 2. Principais fontes e métodos de extracao do colageno empregados pelo mercado global de
proteinas. Fonte: Propria. Imagens: SMART — Servier Medical Art.

Novas abordagens tém despontado a fim de auxiliar e otimizar os métodos ja

estabelecidos de extracdo, diminuindo o tempo e/ou o consumo de energia e a
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necessidade de reagentes durante esse processo, tais como: ultrassonicacdo (ALI,
KISHIMURA; BENJAKUL, 2018), eletrodidlise (CHEN et al., 2019), precipitacdo
isoelétrica (LIN et al., 2019) e extrusao-hidroextracdo (HUANG et al., 2016), todas ja
empregadas com sucesso em processos de extracdo de colageno de origem aquatica

em diferentes areas biotecnologicas.

4. Peptideos de colageno de fontes aquaticas: Bioatividades.

Bioquimicamente, os peptideos de baixo peso molecular sdo identificados através
de sequéncias curtas (cerca de 2-20 aminoacidos) resultantes da clivagem de uma
proteina por enzimas proteases (CHEN et al., 2021). Apesar de serem derivados de
proteinas mais complexas, os peptideos apresentam propriedades bioldgicas distintas
destas e uns dos outros. Os peptideos de colageno sdo conhecidos na literatura
cientifica devido suas bioatividades, como: antioxidante (Chen et al., 2018), anti-
hipertensiva (Chen et al., 2021), quelante de ferro (LUO et al., 2020), cicatrizante
(LAKRA; KIRANSAI KORRAPATI, 2022), antimicrobiana (Ahmed & Chun, 2018) e
antiadipogénica (LEE et al., 2017), atendendo os diferentes setores como industria
farmacéutica (produtos cosméticos e nutracéuticos), biomédica e alimenticia. Tais
propriedades sdo aproveitadas por esses segmentos para a preparacdo de produtos
benéficos e seguros, devido a sua biocompatibilidade, baixa alergenicidade e
degradabilidade. Além disso, devido a sua baixa massa molar, os peptideos de
colageno sdo de facil digestédo e absorcdo pelo organismo animal (NUNEZ et al.,
2020).

4.1 Atividade Antioxidante

Antioxidantes sdo compostos ativos que atuam protegendo as células dos
efeitos nocivos dos radicais livres, através da remocao do excesso destas espécies,
de modo a evitar o0 estresse oxidativo por meio da interrupcao da cadeia de reacbes
oxidativas dentro das ceélulas (WEI et al., 2021). As espécies reativas de oxigénio
(ERO) ou “radicais livres” sdo formas quimicas altamente reativas formadas durante
0 metabolismo do oxigénio, incluindo: radicais hidroxila (OH), radicais &anion
superoéxido (O2), perdxido de hidrogénio (H2032), radicais peroxil (ROOH) e radicais

nitroxido (NO) (WU et al., 2018). Ao passo que a ocorréncia destas espécies € natural,
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sua geracao também pode ser exacerbada por fatores externos ligados ao estilo de
vida do individuo, como exposicao a radiacao solar, poluicdo e substancias quimicas
danosas, que causam estresse oxidativo (producdo exagerada de radicais livres) e,
consequente, danos ao seu material genético, proteinas e lipidios, entre outros danos
fisiologicos, como o envelhecimento precoce, o desenvolvimento de doencas
inflamatorias, neurodegenerativas, cardiovasculares, enfraguecimento do sistema

imunoldgico, diabetes e tumores (SIERRA et al., 2021).

Dentre os compostos antioxidantes mais conhecidos estdo substancias como
pigmentos carotenoides (licopeno, B-carotenos), vitamina C e vitamina E, presentes
em diversos alimentos como salmao, camardes e vegetais amarelados/avermelhados
(pimentdes, por exemplo), além das, frutas citricas (NIRMALA et al., 2018). Para que
o individuo consiga usufruir das propriedades benéficas do seu consumo, a
suplementacdo com antioxidantes na alimentacdo muitas vezes € administrada. Além
disto, antioxidantes sintéticos como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol
butilado (BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propilgalato (PG) sdo comumente
adicionados a alimentos pela industria a fim de minimizar a oxidacdo de alimentos e
potencial toxicidade (LEAO et al., 2017). No entanto, o consumo destas substancias
sintéticas pode trazer efeitos adversos para a saude, fazendo-se necessario um

controle rigido sobre o emprego desses produtos artificiais (PAN et al., 2016).

Por conta das consequéncias nocivas associadas ao uso de antioxidantes
sintéticos, o segmento industrial tem se empenhado cada vez mais na busca de
alternativas naturais que possam desempenhar a funcdo antioxidante sem perda de
efetividade comparada as opc¢Oes tradicionais. Dentre estas, os peptideos de
colageno tém se mostrado bem-sucedidos ao retirar radicais livres do organismo
(prevenindo a oxidacéo dos lipidios poliinsaturados na membrana celular), regular os
niveis dessas espécies reativas e auxiliar o sistema fisioldgico de defesa (SONG et
al., 2021; WU et al., 2018). A diversidade de fontes de peptideos de colageno de
origem aquatica com atividade antioxidante sendo estudadas atualmente s&o

exemplificados na Tabela 1.
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Tabela 1. Peptideos de colageno derivado de organismos aquaticos com atividade antioxidante.

Espécie Residuo Mgto@q de Massa Técnica Ref.
hidrdlise molar
. , Ensaio
Peixe-leite
. DPPH; Chen et al.
((:Cr:]r;?]rgg Escamas Pepsina < 3 kDa Ensaio (2018)
ABTS
Tilapia do
Nilo Escamas Papaina * Ensaio Zeng et al.
(Oreochromis P DPPH (2015)
niloticus)
Salméo Pele Protease de <3kKDa Ensaio Wu et al.
(Salmo salar) Vibrio sp. DPPH (2018)
Paludo Hidrolise ,
(Thunnus Pele hidrotérmica <1kDa ing.?'so P?;Sf‘gfo
obesus) estatica
Tubardo-baleia Ensaio  Jeevithan et al
(Rtj[;/r;)cuosc;on Cartilagem Termolisina 37 kDa DPPH (2015)
Raia-lenga Proteases, 85- ] Lassoued et al
(Raja clavgata) Musculo alcalase, 3500 Ensaio (2015) )
J neutrase Da DPPH
Tilapia Sierra-Lopera
(Oreocr? romis Escamas Alcalase, . Ensaio and Zapata-
sp.) Flavorzima ABTS Montoya
P- (2021)
Raia grande Tripsina; [E)rl;spa;'o.
(Beringraja Cartilagem  Quimotripsina; <3 kDa Ensaic; Li et al. (2021)
pulchra) Papaina ABTS
Camarao Tripsina 150- Ensaio Montero et al.
(Penaeus
notialis) pancreatica 550 Da DPPH (2019)
(LLOL:iIao Pele Alcalase 1-10 Ensaio Nakchum and
Vulga?is) kDa ABTS Kim (2016)
Ensaio
ABTS;
Lula gigante Pepsina, < RP-HPLC;
(Dosidicus Pele alcalase e I?[Zg Teste de Mgls?ggﬁ)et
gigas) esperase disco- '
difusdo em
agar

*Informacdo néo publicada pelo autor.
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4.3 Quelante de ferro

O ferro € um dos mais importantes minerais no organismo animal,
indispensavel para a manutencdo de funcdes biolégicas como a hematopoiese,
carreamento do oxigénio pelo sangue e conservacdo de niveis saudaveis de
hemoglobina. Além disso, o ferro € um dos componentes de enzimas vitais para o
metabolismo celular e aprimora o funcionamento dos sistemas nervoso e imune (LIN
et al.,, 2021). Atualmente, a deficiéncia de ferro é a “fome oculta” mais recorrente
(MASUDA et al., 2020), ou seja, entre os micronutrientes (vitaminas e minerais), 0
ferro € aquele com a maior taxa de caréncia na populacdo mundial, déficit este
intimamente relacionado a prejuizos como anemia, danos ao metabolismo e ao
desenvolvimento cognitivo e aumento da mortalidade infantil e materna. Estima-se
gue cerca de 20% da populagédo mundial sofre de anemia relacionada a deficiéncia de
ferro, sendo as criancas entre 0-5 anos, mulheres em idade fértil e idosos a populagéo
mais acometida (ZHANG; DINGLI, 2021).

A fim de combater a deficiéncia de ferro e seus riscos associados, diferentes
tipos de suplementos foram desenvolvidos ao longo do tempo, pois muitas vezes
apenas o ferro consumido na alimentacédo nao € suficiente para suprir a demanda do
organismo (WU et al., 2020). A primeira iniciativa nesse sentido foi o desenvolvimento
e administracdo de sais ferrosos, porém, essas formulacdes acabaram caindo em
desuso devido a sua baixa biodisponibilidade e consequente baixa absor¢ao pelo
organismo (ZHANG; DINGLI, 2021). Para solucionar esse problema, novos
suplementos passaram a incluir complexos aminoacidos-ion ferroso, aumentando sua
taxa de absor¢céo. No entanto, o uso de aminoacidos torna a producado mais onerosa,
além de levar a oxidacao dos lipidios e perda da coloracao dos alimentos (LIN et al.,
2021; LUO et al., 2020).

Recentemente, a fortificagdo de alimentos com complexos peptideos-ion
ferrosos tem se mostrado mais vantajosa, devido a sua maior estabilidade, seguranca,
absorcao, e biodisponibilidade em relagdo a suplementos anteriores, propiciando o
transporte e absorcéo do ferro pelo intestino a partir dos mecanismos de absor¢ao dos
peptideos (LUO et al., 2020). Para o desenvolvimento de suplementos mais eficientes,
fontes proteicas aquaticas estdo sendo investigadas como uma alternativa mais
baratas e eficientes, como pele e escamas de diferentes espécies como: tilapia-do-

nilo (Oreochromis niloticus) (LIN et al., 2021), polaca do Alasca (Theragra
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chalcogramma) (GUO et al., 2015) e peixe-leite (Chanos chanos) (HUANG et al.,
2015).

4.2 Cicatrizante

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e tem importantes atribuicoes para a
manutenc¢ao do organismo, que incluem a sua fungéo sensorial e 0 seu papel como a
primeira barreira fisica entre um organismo e o seu ambiente externo. Por ser um
orgao de revestimento, a pele esta constantemente em contato direto com substancias
nocivas, patdogenos e variados poluentes. Por isso, embora sejam comuns, as lesdes
cutdneas implicam uma exposicdo do organismo, viabilizando a introducdo de
patégenos que podem colocar em risco 0 bem-estar e até mesmo a vida do individuo
(MOHOLKAR et al., 2021).

Morfologicamente, a pele dos mamiferos € composta por 3 camadas: 1)
epiderme: camada mais superficial, rica em queratina (95%); 2) derme: camada
mediana, rica em colageno (70%); 3) hipoderme: camada mais profunda, composta
de tecido conjuntivo frouxo e gordura (MAYET et al., 2014). A depender da
profundidade da camada atingida pela lesdo (corte, queimadura, laceracdo), o
processo cicatricial envolve diferentes etapas (inflamacéo, proliferacdo celular,
remodelamento tecidual), que se tornam cada vez mais complexas, dinamicas e,
especialmente demoradas (MOHOLKAR et al., 2021).

Deve-se considerar o longo tempo despendido para a regeneracéo fisiologica
da integridade do tecido cutaneo como um fator-chave que pode tornar os pacientes
mais suscetiveis a complicagfes, sendo a mais comum entre elas o risco de infec¢bes
(SUN et al., 2021). Por isso, tradicionalmente, o tratamento de lesdes na pele se apoia
fortemente na administracao de antibioticos orais e topicos, o que, embora coerente,
causa desconforto para o paciente, além de agregar o risco de desenvolvimento de
resisténcia a esses medicamentos, 0 que é especialmente danoso agueles pacientes
com ferimentos crénicos que necessitam de tratamento prolongado (HAN & CEILLEY,
2017). Desta forma, é incentivada a busca por outras vias visando aumentar o bem-
estar dos individuos, assim como minimizar oS riscos e acelerar o processo

cicatrizante.
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O desenvolvimento de curativos € um topico de muito interesse para os campos
da medicina e da farmacologia, e, ao longo do tempo, diferentes polimeros naturais
como o alginato (VARAPRASAD et al., 2020), a quitosana (NESOVIC et al., 2019), a
seda (PATIL; REAGANBOHARA, 2020), o &cido hialurénico (GRACA et al., 2020) e o
colageno (DU et al.,, 2021) tém sido propostos como materiais viaveis para a
composicdo de curativos e na engenharia de tecidos. Entre estes, o colageno
desponta como um dos mais atrativos, pois além de uma boa compatibilidade, também
apresenta baixa antigenicidade comparado aos outros biopolimeros (LIN et al., 2019).
Sendo assim, formulacbes como hidrogéis, esponjas, filmes, membranas e fibras
baseadas em colageno sao extensivamente estudadas e aplicadas, garantindo uma
permeabilidade adequada (permitindo trocas gasosas), protecdo antimicrobiana e
aceleracdo da cicatrizacdo sem a presenca de efeitos citotéxicos (MOHOLKAR et al.,
2021).

A partir da experiéncia bem-sucedida com a utilizacdo do coldgeno como um
aliado na protecéo de ferimentos e aceleracéo do processo de cicatrizacdo (LAKRA;
KIRANSAI KORRAPATI, 2022), os peptideos obtidos através de sua hidrélise também
despertam interesse quanto ao seu potencial cicatrizante, assim como suas possiveis
vias de acdo. Ao contrario da estrutura resistente caracteristica do colageno, os
peptideos podem ser mais facilmente digeridos, absorvidos e transportados por todo
0 organismo, encontrando seu alvo e desempenhando sua bioatividade de forma mais
especifica (LIN et al.,, 2021). Quando em contato com uma lesdo cutanea, 0s
peptideos sinalizam uma falsa degradacao do colageno, o que estimula os fibroblastos
a sintetizar mais colageno, imprescindivel nos processos de remodelacao tecidual e
reepitelizacdo durante a cicatrizacdo (FELICIAN et al., 2019). Essas evidéncias
tornam claro o potencial desses hidrolisados como agentes significativos no
tratamento de lesGes, minimizando consequentes riscos e melhorando a qualidade de
vida dos pacientes. Exemplos de fontes aquaticas de colageno recentemente
estudadas para a obtencao de peptideos com atividade cicatrizante estdo reunidos na
Tabela 2.
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Tabela 2. Peptideos de colageno derivado de organismos aquaticos com propriedades cicatrizantes.

o ) Método de Massa o
Espécie Residuo o Técnica Ref.
hidrolise molar
Tildpia do _ . _
_ Digestao por Ensaio de o
Nilo o 960-1970 _ . Felician et
_ Pele Clostridium proliferacéo
(Oreochromis _ _ Da al. (2019)
o histolyticum celular
niloticus)
Experimenta
Polaca do Alasca ¢&o in vivo
430~ Yang et al.
(T. Pele Alcalase usando ratos
1000 Da (2018)
chalcogramma) Sprague-
Dawley
Colagenase I, .
Medusa i Andlise de
_ papaina e ) . Shang et
(Rhopilema * _ < 25 kDa migragao
proteinase al. (2020)
esculentum) _ celular
alcalina

*Informacédo néo publicada pelo autor.

4.5 Atividade Antimicrobiana

A resisténcia microbiana aos antibiéticos convencionais € apontada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das principais ameacas a saude
publica, derivado de um longo histérico de uso indiscriminado desses medicamentos
dentro dos sistemas de salde, na producdo agropecuaria e industria alimenticia e pela
populacdo em geral (LUONG; THANH; TRAN, 2020). Cerca de 700.000 6bitos no
mundo séo causados por infecgdes por bactérias resistentes a antibiéticos todos os
anos, e estima-se que caso essa questao nao seja solucionada, até 2050 esse numero
pode chegar até 10 milhdes de O6bitos anuais (PFALZGRAFF; BRANDERBURG;
WEINDL, 2018), levantando questionamentos sobre uma possivel “era pods-
antibioticos” devido a perda de eficacia desses medicamentos (KWON; POWDERLY,
2021).

Os agentes antimicrobianos mais comuns podem ser agrupados em categorias
distintas, baseado em seu mecanismo de acao: (1) inibidores de sintese de parede
celular; (2) despolarizadores de membrana celular; (3) inibidores de sintese de

proteinas; (4) inibidores de sintese de acidos nucleicos; e, (5) disruptores de vias
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metabodlicas (REYGAERT, 2018). No entanto, apesar da larga variedade de drogas
disponiveis, a administracdo indiscriminada de tais medicamentos é a grande
responsavel pela crescente problematica da resisténcia microbiana. Para evitar o
aumento da severidade do problema, diversos esfor¢os foram langados na tentativa
de restringir o acesso a antibiéticos, no entanto, apenas o controle do uso dos
medicamentos ja existentes ndo € o suficiente (TANG et al., 2015), fazendo-se
necessario o desenvolvimento de novas drogas para o combate a infeccoes. Nesse
contexto, peptideos antimicrobianos sdo propostos como uma nova ordem de agentes
de largo espectro contra organismos resistentes a antibioticos, com vias de acéo
antimicrobiana diferentes dos medicamentos tradicionais, além de inibir a formacéao
de biofilmes e induzir a dissolucao de biofilmes ja formados (DE SOUZA et al., 2021;
WANG et al., 2021; LAZAR et al., 2018).

Sabe-se que a atividade dos peptideos antimicrobianos se da pela sua adesao
a membrana plasmaética e consequente disruptura das células-alvo (ABDILLAHI et al.,
2018), porém, diferentes modelos de vias especificas sdo propostos, sendo 0s mais
comuns, o0 modelo de “carpete”, o modelo de “detergente”. No primeiro modelo, os
peptideos tendem a se agrupar e revestir a superficie da membrana bacteriana,
interferindo sobre a estabilidade da bicamada lipidica e aumentando a sua
permeabilidade. JaA no segundo modelo, com o aumento da concentracdo de
peptideos na membrana, sua permeabilizacdo e desintegracéo se intensifica, levando
a formacédo de micelas, como observado na acdo de detergentes (WIMLEY, 2010).

Na perspectiva da utilizacdo de peptideos antimicrobianos do tratamento de
infecOes, os peptideos de fontes aquaticas representam uma opc¢ao altamente viavel
e eficiente, como demonstrado em estudos avaliaram a atividade antimicrobiana de
peptideos produzidos a partir pele de patudo (Thunnus obesus) (Ahmed & Chun,
2018), pele de lula-gigante (Dosidicus gigas) e até mesmo aguas residuais de

cozimento de anchovas (Engraulis japonicus) (TANG et al., 2015) (Tabela 3).
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Tabela 3. Peptideos de colageno derivado de organismos aquaticos com atividade antimicrobiana.

Método de Massa

Espécie Residuo o Técnica Ref.
hidrolise molar
Patudo o Teste de disco-
Hidrolise < o Ahmed &
(Thunnus Pele » difusdo em
subcritica 600 Da ] Chun (2018)
obesus) agar
Ensaio
_ _ ABTS;
Lula gigante Pepsina,
- <75 RP-HPLC,; Mosquera et
(Dosidicus Pele alcalase e _
_ kDa Teste de disco- al. (2014)
gigas) esperase o
difusdo em
agar
Anchova Agua Anélise de
. _ 1104 o Tang et al.
(Engraulis residual de Protamex diluicdo em
S . Da . (2015)
japonicus) cozimento microcaldo

*Informacédo néo publicada pelo autor.

4.6 Anti-adipogénico

A obesidade é uma condicdo metabdlica patolégica complexa, muitas vezes
associada a mudancas nas caracteristicas funcionais e morfoldgicas dos adipécitos,
0 gue se manifesta no acumulo excessivo de tecido adiposo branco (AHN; JE, 2021).
Atualmente, a obesidade € considerada uma epidemia, com sua prevaléncia
triplicando nas ultimas décadas e se aproximando de uma taxa de 20% da populacéo
global (GOMEZ et al., 2021). Este aumento € especialmente preocupante devido a
conexdo da condicdo com outras doencas crbnicas, como diabetes, hipertensao,

doencas cardiovasculares, cancer e inflamagbes (KUMAR, 2019).

A adipogénese é um processo multifatorial que demanda a ativagédo sequencial
e ordenada de 2 principais fatores de transcri¢cao adipogénicos: o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma (peroxisome proliferator-activated receptor-y, PPAR-y)
e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAAT/enhancer binding proteins,

C/EBPs) (AHN; JE, 2021). Tais fatores, ao regularem a expressdo de genes-alvo,
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estimulam a diferenciacdo e manutencdo dos adipocitos. Por sua vez, adipécitos
maiores e em maior quantidade levam a um maior acumulo de lipidios e liberac&o de
citocinas e adipocinas pro-inflamatoérias, gerando os riscos associados a obesidade
(FUGGETTA et al., 2019). A investigacdo dos peptideos de colageno de fonte aquatica
como agentes anti-adipogénicos ainda é recente, porém, os resultados obtidos até
entdo auxiliam na elucidacdo da funcdo dos peptideos de colageno dentro do
mecanismo complexo da adipogénese e como esses compostos podem servir como
tratamentos adjuvantes no tratamento da obesidade e na melhoria da qualidade de
vida de pacientes (LEE at al., 2017).

Testes realizados com ratos alimentados com dietas ricas em gordura
concluem que a ingestdo de peptideos de colageno reprime a expressdo dos genes
responsaveis por C/EBPs e PPAR-y na fase de diferenciagdo dos adipdcitos. Esse
efeito resulta na diminuicdo do tamanho e proliferacdo dos adipdcitos e reducao do
ganho de peso nos animais submetidos ao teste, independente da dieta, além de
auxiliar na reducéo de taxas de colesterol total e triglicerideos (LEE et al., 2017). Outro
fator relevante a complexidade da patologia da obesidade é a constituicdo da
microbiota intestinal. A administracdo desses peptideos também tem efeitos benéficos
sobre a restauracdo da microbiota intestinal saudavel dos animais, diminuindo a
incidéncia de bactérias causadoras de inflamacéo, condicdo prevalente entre
pacientes obesos (WANG et al., 2020). Dessa forma, através da progressdo dos
estudos sobre a interacdo dos peptideos de colageno e de diferentes fatores influentes
no desenvolvimento da obesidade, cada vez mais alternativas para o tratamento

dessa condigéo estdo sendo propostas.

5. Tendéncias de mercado e abordagem bibliométrica

O volume de produgdo cientifica acerca da utilizacdo de peptideos
biologicamente ativos tem sido cada vez maior. Conhecer, mapear e filtrar as
informagdes de acordo o interesse industrial tem se tornado outro grande desafio.
Apesar de ser uma iniciativa recente, a analise bibliométrica tem se mostrado uma rica
oportunidade de estudo, ao apurar as tendéncias emergentes de publicacdo dentro
de uma area do conhecimento, assim como examinar a producgéo cientifica cumulativa
de paises, instituicdes e autores acerca do tdpico de interesse (DONTHU et al., 2021),

através de uma analise quantitativa e qualitativa da literatura disponivel. De fato,
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analises bibliométricas ja foram feitas em campos diversos, passando pelas areas de
marketing digital (FARUK; RAHMANHASAN, 2021), economia (MURDAYANTIKHAN,
2021), educacgdo (BEHL et al., 2022) e até de biotecnologia (MORSCHBACHER;
GRANADA, 2022; GONCALVES et al., 2019), o que evidencia a versatilidade desse
tipo de anélise. No entanto, até o presente momento, ainda ndo ha relatos cientificos
de uma analise bibliométrica para avaliar o estado atual e tendéncias das pesquisas
dentro do campo dos peptideos com énfase nos obtidos a partir do colageno de fontes
aquéticas.

5.1 Resultados e discusséo

A partir da busca realizada direcionada para analise bibliométrica, foram
selecionados 36 documentos, sendo 33 (96,1%) artigos cientificos e 3 (8,33%) artigos
de revisdo. Apesar das condi¢des de busca possibilitarem a inclusdo de documentos
publicados desde o ano 2000, os resultados obtidos demonstram que a atenc¢éo foi
apenas recentemente voltada para a utilizacdo de fontes aquaticas para a obtencéo
de peptideos de colageno, com suas primeiras publicacdes datadas no ano de 2010
(6 publicacdes) (Figura 3). Apds 2010, é notavel a variagcdo do niumero de publicagbes
na area, com uma queda acentuada nos anos seguintes e restabelecimento de uma

maior quantidade de publica¢des ja nos anos de 2020 e 2021, com 5 publicacdes

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

cada.

Numero de publicacdes
- (%] w N (4]

o

Ano

Figura 3. NUmero de artigos cientificos publicados sobre peptideos de coladgeno de origem aquatica por
ano.
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Ao observar a distribuicdo geogréfica das publicacdes selecionadas, 14 paises
tém participacdo na literatura especifica disponivel sobre o tema. Ademais, confirma-
se a dominancia de paises asiaticos e europeus nesse campo de investigacdo, o que
é justificado por seu amplo mercado para esse tipo de produto (Mordor Inteligence,
2022). Dos 36 documentos selecionados, 25 (69,4%) foram publicados por autores da
China, enquanto paises como Itélia, Coreia do Sul, Alemanha, Jap&o, india, Iran,

Grécia e Brasil tém participagBes mais discretas no total de publicacdes.

Os clusters formados pelo software VOSviewer a partir dos dados
bibliométricos da pesquisa confirmam essa tendéncia, além de demonstrarem
padrées de colaboracéo entre paises. Na Figura 4, estdo elencados os paises com
maior representatividade na pesquisa sobre peptideos de colageno de origem
aquéatica. O tamanho dos circulos é proporcional a quantidade de publicacdes de cada

territorio e as linhas representam uma relacéo de colaboracéo entre os paises.

iran

peoples rchina south korea
- v

japan

india germany

norway

ireland
brazil

%, VOSviewer i@y

Figura 4. Paises com contribuicbes para a literatura especifica sobre peptideos de colageno
aquatico.
A partir dos clusters obtidos, fica claro que uma rede forte de colaboracgéo entre
paises ainda ndo estad estabelecida. Na literatura, observa-se que mesmo em
trabalhos colaborativos, tais parcerias ainda tendem a serem realizadas entre

instituicbes/pesquisadores dentro de um mesmo territério/regido (JIANG; BHAT; LAM,
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2020). O software permite ainda a aproximacao da imagem, onde torna-se possivel
observar algumas colaboracdes discretas entre a China e a Espanha e entre a Irlanda
e a lIrlanda do Norte (Figura 5), o que reforca ainda mais a hegemonia
asidtica/europeia ainda presente nesse campo de investigacao.

spain

ireland

northdreland

eoples r china
peopiest

%, VOSviewer J$%, VOSviewer

Figura 5. Paises que estabeleceram parcerias em suas publicacgdes.

Como previsto pela prevaléncia de estudos provindos do territério chinés, ao
destacar as principais organiza¢des atuantes na pesquisa sobre producao e aplicacao
de peptideos de colageno, visualizamos que dentre as 53 organizacdes listadas, as
instituicdes chinesas sé@o as grandes lideres na area, especialmente a Universidade
de Pequim (15 documentos, 376 citacdes) e outras instituicées de ensino superior e
institutos de pesquisa médica e tecnoldgica do pais (Figura 6). Com a producdo mais
robusta entre todas as organizacdes listadas, a Universidade de Pequim também é a
instituicdo com maior niumero de colabora¢des com outras instituicdes, especialmente
a Academia de Medicina e Ciéncia de Shandong e a Universidade de Ciéncia e
Tecnologia de Pequim. No cenéario brasileiro, 2 centros académicos federais
(Universidade Federal de Vicosa (UFV) e a Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL)), estéo listados, com 1 documento cada.
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Figura 6. Organizagdes com maior niumero de publicagdes sobre peptideos de colageno aquatico.

A analise de co-autoria permite a elucidacdo do grau de colaboracdo entre
diferentes autores. Na presente pesquisa, sem qualquer restricdo acerca do nimero
minimo de publica¢des, um total de 156 autores foram localizados, distribuidos em 24
grupos distintos. Na Figura 7, é clara a separacao entre grupos de pesquisa de paises
distintos, reforcando a fragilidade ainda presente nas redes de colaboracdo
internacional entre pesquisadores dentro da area de peptideos de colageno aquatico,
com alguns grupos isolados de pesquisadores europeus e outros de pesquisadores
asiaticos, sendo os ultimos os responsaveis pela maior rede de coautoria dentro da

area.

Restringindo a pesquisa aqueles autores com mais de 4 publicacfes, obtemos 5
nomes principais: Li Y., Zhang F., Wang J., Zhang Z. e Zhao M. Todos os principais
autores da area estédo presentes no maior cluster ilustrado na Figura 7, e tém uma

relacdo proxima de parceria entre si.
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Figura 7. Panorama geral de co-autoria.

A andlise de co-ocorréncia de palavras-chaves se torna relevante ao indicar os
pontos tematicos centrais nas pesquisas da area de interesse. Além disso, esse tipo
de investigacao também é capaz de apontar possiveis futuras tendéncias de pesquisa
(BRETAS; ALON, 2021). A restricao da pesquisa quanto a um nimero minimo alto de
ocorréncias adiciona uma limitacédo temporal aos resultados, visto que vias inovadoras
de investigagdo podem ainda n&o ter um contingente significativo de trabalhos
publicados. Por isso, para que iniciativas de pesquisa mais recentes e menos
representadas também fossem incluidas, a busca foi realizada de modo a abranger

termos que ocorressem pelo menos 2 vezes entre os documentos selecionados.

Além disso, a fim de elucidar a trajetoria das tendéncias de pesquisa dentro do
tema ao longo do tempo, 0 modo de visualizagao “Overlay” foi selecionado. Nesse tipo
de visualizacdo, os circulos e tragcos mais escuros representam as palavras-chaves
presentes nos trabalhos mais antigos, ou seja, os temas mais tradicionalmente
explorados. Por outro lado, os circulos e tracos mais claros, representam as palavras-

chaves utilizadas mais recentemente, ou seja, os temas que vém sendo estudados
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com frequéncia nos ultimos anos. A rede resultante da selecéo esta representada na

Figura 8.
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Figura 8. Rede de palavras-chaves relevantes para o tema (Representagdo Overlay).

Como pode-se observar na imagem, termos relacionados as atividades anti-
hipetensiva, anti-adipogénica e ao controle do diabetes tipo 2, vém sendo utilizados
desde o inicio das publicacdes envolvendo peptideos de colageno aquéatico. Com o
passar dos anos, outras bioatividades passaram a ser mais estudadas, como a
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e cicatrizante, assim como a exploracdo de
fontes diversas para a obtencdo do coldgeno, como pele, 0ssos e escamas de peixe.
Dentre as palavras-chaves mais utilizadas recentemente (em amarelo), esta o termo
“processing by-product” (subprodutos do processamento), cujo aproveitamento é uma
vertente crescente de pesquisa nos ultimos anos (ZAMORANO-APODACA et al.,
2020).

Subprodutos da industria pesqueira sao excelentes fontes de colageno. De
todo o pescado capturado mundialmente, cerca de 25% s&ao convertidos em
subprodutos que comumente sao descartados apds o processamento (FAO, 2018). O
processo de filetagem de peixes, especificamente, transforma cerca de 70% do peso

total do pescado em residuos que nao séo destinados ao consumo, como visceras,
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0Ss0S, pele, escamas, cabeca, etc, causando impacto ambiental e desperdicio de uma
matéria-prima rica em biomoléculas (VALIMAA et al., 2019). Nesse contexto, nos
altimos anos, esses residuos tém sido alvos de interesse quanto ao seu potencial
como fonte de biomoléculas de interesse para diversos segmentos industriais, como
o colageno, cuja hidrdlise resulta na producéo de diversos peptideos bioativos que
podem ser empregados em formulacdes benéficas para a saude e bem-estar humano
e animal (NURILMALA et al., 2021).

Diante da andlise bibliométrica realizada, ficou evidente o protagonismo dos paises
asiaticos e europeus na area de peptideos de organismos aquaticos. Isto ocorre
devido sua localizacdo geografica, as populacdes dos paises asiaticos proximos ao
oceano Pacifico ttm uma longa tradicdo de consumo de organismos aquéticos na
alimentacao, estabelecendo o consumo desses alimentos como elementos culturais
significativos para esses povos (LIPOETO; GEOK LINANGELES-AGDEPPA, 2012) e
tornando a industria pesqueira dessas regifes cada vez mais lucrativa, ano apds ano
(MARKET RESEARCH, 2022). Atrelado a alta produtividade dessa industria, esta alta
disponibilidade de seus subprodutos, que, em conjunto com a tecnologia disponivel,

faz desses territérios grandes produtores de peptideos de colageno.

As regides com maior producdo e mercado para peptideos de colageno ditam as
tendéncias globais para esse segmento. Os consumidores asiaticos, europeus e
norte-americanos tém demonstrado um crescente interesse por nutracéuticos,
suplementos e alimentos fortificados de origem ética, o que tem levado ao
desenvolvimento de produtos que utilizam colageno de pele de peixe e outros residuos
pesqueiros como fonte (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2021). A Tabela 4 evidencia a

amplitude comercial do ramo de peptideos de colageno, assim como suas aplicacdes.
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Tabela 4. Empresas que operam no mercado global de peptideos de colageno.

Empresa Pais Ramo/Produto

Tessenderlo Group® Bélgica Alimentos para pets e animais aquéticos
(www.tessenderlo.com)

Suplementos alimentares; produtos
farmacéuticos; alimentacao animal;
especialidades (lubrificantes, detergentes
etc.)

Gelita AG®
(www.gelita.com/en/products-  Alemanha
and-brands)

Suplementos nutracéuticos direcionados
ao fortalecimento de 0ssos e articulacdes e
melhoria da textura e aparéncia geral da
pele.

Darling Ingredients®

(www.darlingii.com/) EUA

Suplementos alimentares para
fortalecimento dos 0ssos; alimentos e
bebidas funcionais; cosméticos (locdes,
mascaras faciais, produtos capilares).

Holista CollTech®
(www.holistaco.com/our- Austrélia
products.html)

Suplementos alimentares; alimentos e
Japéo bebidas funcionais; cosmecéuticos;
nutricosméticos.

Nitta Gelatin®
(wellnex-collagen.com/)

Collagen Solution® Reino Materiais de uso médico (solugdes, po) e
(www.collagensolutions.com/) Unido engenharia de tecidos.
Amicogen Inc. ® Coréia do Suplementos destinados a cuidados
(amicogen.com/en/) Sul pessoais/embelezamento.

Quando se avaliam mercado que utiliza como matéria-prima a base de peixes para
a obtencéo de peptideos, destacam-se: Capsugel Belgium NV, GELITA AG, Amicogen
Inc., Nitta Gelatin, In., Norland Products, Inc., Vivesa Holding S.R.O., Rousselot e
Hangzhou Nutrition Biotechnology Co., Ltd. O aumento da expectativa de vida e
consequente envelhecimento da populacdo € um fator que contribui para 0 aumento
e manutencdo de uma alta demanda para esse tipo de produto. Atrelado a isso, é
notavel o uso de peptideos de colageno de peixe como uma op¢ao mais segura em
relacdo aos derivados de animais terrestres em formula¢des da industria cosmética e
de embelezamento, devido a suas funcionalidades anti-envelhecimento e hidratantes
(ZHAO; ZHANG; LIU, 2021). Assim, o crescimento das industrias farmacéutica,
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nutracéutica e cosmética em todo o mundo tendem a aquecer igualmente o mercado
de peptideos de colageno de peixe (Park & Jo, 2019), sinalizando a importancia deste

produto na economia global.

6. Consideracdes Finais

Diante dos pontos abordados na presente revisdo e estudo bibliométrico, fica
evidenciada a importancia da investigagéo acerca da produgéo, aplicacées e mercado
global atual de peptideos de colageno derivados de organismos aquaticos. Tendo em
vista que se trata de um segmento relativamente novo e em constante expansao. A
partir dos dados bibliométricos analisados, € inquestionavel o protagonismo do
territorio asiatico e europeu no panorama global de producédo e comercializacdo de
peptideos de coldgeno de origem aquatica, resultado do acesso desses territorios a
investimentos na &rea, que garantem acesso as mais avancadas tecnologias
disponiveis.

Além disso, destaca-se a colaboragéo ainda restrita entre grupos e intuicdes de
pesquisa, frequentemente limitada a pesquisadores de um mesmo pais ou paises
vizinhos. Por isso, faz-se necessario que a expansao do estudo sobre peptideos
aguaticos seja acompanhada pelo estabelecimento de uma rede global de
colaboracdo entre pesquisadores. Ainda, considera-se que analises bibliométricas
como a do presente trabalho sdo de necessidade constante, para que haja um
acompanhamento das mudangas no panorama que envolve o estudo e o mercado de

peptideos de colageno aquatico ao longo do tempo.
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RESUMO

Proteases com atividade colagenolitica produzidas por Aspergillus heteromorphus
foram extraidas utilizando sistema de duas fases aquosas (SDFA) PEG/sulfato. O
extrato bruto proveniente da fermentacéo foi submetido a um planejamento fatorial 2s
para analise das variaveis independentes: massa molar de PEG (M..), concentracao
de PEG (C..) e concentracdo de sulfato (C..). As proteases extraidas por SDFA
PEG/sulfato também foram avaliadas quanto ao seu pH 6timo e sua estabilidade em
diferentes niveis de pH (4,0 — 11,0) apds incubacéo por 20 horas. A extracdo de
colageno a partir de residuos de pele de cioba (Lutjanus analis) foi realizada utilizando
acido acético (0,5M). A enzima foi particionada preferencialmente para a fase rica em
PEG (K>1) cujo maior fator de purificacéo e recuperacao (FP = 6,256 e Y= 404,432%)
foi obtido sob as condi¢cdes M... 8000 g/mol, C... 30%, C.. 10%. A avaliacdo do efeito
do pH sobre a atividade enzimatica revelou que a extracdo em SDFA proporcionou
uma faixa de pH com alta atividade enzimatica (7,0 — 11,0). Além disso, as amostras
enzimaticas de SDFA apresentaram-se mais estaveis em relacdo ao extrato bruto,
mantendo pelo menos 80% de sua atividade protedsica apés 20 horas de incubacgéo
para todos os niveis de pH analisados, exceto o pH 11,0. Foi obtido um rendimento
de 8,056% a partir da extracao do colageno de pele de cioba (L. analis) e o ensaio de
hidrolise utilizando as amostras enzimaticas de extrato bruto e aquelas da fase PEG
do SDFA se mostraram capazes de hidrolisar o colageno extraido, ambas obtendo um
pico de hidrélise apds 36h de tratamento. Os resultados obtidos no presente trabalho,
demonstraram que foi possivel extrair proteases com alto indice de purificacéo e
recuperacdo, bem como alta acdo da enzima hidrolisando o colageno de cioba (L.
analis), mas espera-se ainda elucidar as propriedades e potencial biolégico dos

hidrolisados produzidos.
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ABSTRACT

Proteases with collagenolytic activity produced by Aspergillus heteromorphus were
extracted using a two-phase PEG/sulfate aqueous system (ATPS). The crude extract
from the fermentation was submitted to a 23 factorial design to analyze the independent
variables: PEG molar mass (Mrec), PEG concentration (Cpec) and sulfate
concentration (Csuf). The proteases extracted by PEG/sulfate SDFA were also
evaluated for their optimal pH and their stability at different pH levels (4.0 — 11.0) after
incubation for 20 hours. Collagen extraction from red snapper (Lutjanus analis) skin
residues was performed using acetic acid (0.5M). The enzyme was partitioned
preferentially to the PEG-rich phase (K>1) whose highest purification and recovery
factor (PF = 6.256 and Y= 404.432%) was obtained under the conditions Mpec 8000
g/mol, CPEG 30%, Csut 10%. The evaluation of the effect of pH on the enzymatic
activity revealed that the extraction in ATPS provided a pH range with high enzymatic
activity (7.0 — 11.0). Furthermore, the enzymatic samples of ATPS were more stable
in relation to the crude extract, maintaining at least 80% of their protease activity after
20 hours of incubation for all pH levels analyzed, except for pH 11.0. A yield of 8.056%
was obtained from the extraction of collagen from red snapper (L. analis) skin and the
hydrolysis assay using enzymatic samples of the crude extract and those of the PEG
phase of ATPS proved capable of hydrolyzing the extracted collagen, both obtaining a
hydrolysis peak after 36h of treatment. The results obtained in the present work
demonstrated that it was possible to extract proteases with excellent purification and
recovery, as well as the action of the enzyme hydrolyzing red snapper (L. analis)
collagen, but it is still expected to elucidate the properties and biological potential of

the hydrolysates produced.
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1- INTRODUCAO

Proteases com atividade colagenolitica tém acao especifica, e sdo capazes de
hidrolisar a estrutura fibrosa caracteristica das moléculas colagenosas e produzir
fragmentos menores, os peptideos de colageno. Essas enzimas sdo altamente
valiosas para variados ramos da industria, como no processamento do couro e de
pescado, industria de processamento de alimentos e bebidas, industria farmacéutica
e cosmética, na producdo de hidrolisados proteicos, além da pesquisa cientifica
(BISKAUSKAITE et al., 2021; SILVA et al., 2018; DABOOR et al., 2012).

Micro-organismos sao notaveis produtores de proteases, e sd0 0s principais
organismos utilizados na industria. Apesar de plantas e animais também serem
potenciais fontes dessas enzimas, 0S micro-organismos apresentam atributos
vantajosos, como a independéncia de fatores ambientais e de uma grande quantidade
de espaco para o seu desenvolvimento, alta variabilidade genética e fécil
manipulacdo. Além disso, fungos filamentosos como os do género Aspergillus
sintetizam suas enzimas no meio extracelular. Essa caracteristica € uma vantagem
da sua utilizacdo na industria em relacdo a bactérias, pois a posterior recuperacao das
proteases produzidas é facilitada (WANDERLEY et al., 2017).

Proteases sao tradicionalmente purificadas por meio de técnicas como
precipitacdo, ultrafiltracdo e cromatografia. No entanto, a necessidade de
equipamentos caros, o uso de solventes toxicos e o consumo de tempo e energia
dessas técnicas aumenta o0s custos de sua aplicacao e inibe seu uso em larga escala
(LIMA et al., 2013). Diante desses desafios, o sistema de duas fases aquosas (SDFA)
€ proposto como um meétodo alternativo de separagéo, concentracéo e purificagdo de
material genético, células, organelas, proteinas e proteases, por conta de fatores
COmo seu menor tempo de processamento, utilizacdo de componentes de baixo custo,
baixa complexidade técnica e possibilidade de reutilizagdo do material usado,
caracteristicas que se refletem em beneficios operacionais, econémicos e ambientais
do seu uso (IQBAL et al., 2016).

Os SDFAs geralmente sdo compostos pela mistura de dois polimeros
hidrofilicos ou um polimero (geralmente polietilenoglicol (PEG)) e um sal (citrato,
fosfato, sulfato) , separados de forma espontanea em um meio aquoso (SILVA et al.,
2017). Ao contrario de metodologias danosas a biomoléculas sensiveis, 0s polimeros
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utilizados em SDFAs tendem a estabilizar a estrutura proteica e aumentar sua
atividade biologica. Além disso, o equilibrio no teor de agua (até 90%) entre as duas
fases mantém o sistema estavel até o fim da purificacdo, prevenindo a perda de
atividade (VARADAVENKATESAN et al., 2021). Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo extrair proteases com atividade colagenolitica de Aspergillus
heteromorphus URMO0269 em sistema de duas fases aquosas PEG/sulfato, assim

como avaliar seu potencial na hidrélise de colageno.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Micro-organismo

Foi utilizado o fungo filamentoso Aspergillus heteromorphus URM 0269
proveniente da micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco, afiliada a
Federacdo Mundial de Colec¢des de Culturas (WFCC - N° 604). O fungo foi mantido
em meio BDA (Batata Dextrose Agar) a 30°C por 7 dias até a esporulagdo. Os esporos
foram entdo coletados com a adicdo de 5mL de NaCl a 0,9% e solu¢do Tween 80 a

0,01% previamente esterilizada a 121°C por 20 minutos.

2.2 CondigOes de fermentacao

A fermentacdo em estado soélido foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125
mL contendo 3g de farelo de trigo a 30°C por 96 horas. O substrato foi levado a uma
umidade de 20% pela inoculagdo de 108 esporos/mL e solugdo nutritiva. O extrato
enzimatico foi entéo coletado a partir da adicdo de 7,5 mL de solucéo fosfato de sédio
0,1M (pH 7,0) por grama de material fermentado e homogeneizado em mesa agitadora
por 1 hora. Entdo, as partes solidas foram removidas e foi realizada a centrifugacéo e

filtracdo a vacuo. O extrato enzimatico obtido foi utilizado na extracdo por SDFA.

2.3 Concentragao de Proteinas e Atividade Proteasica Total

A concentracgédo total de proteinas foi determinada de acordo com o método
descrito por Bradford (1976) utilizando Azul de Coomassie G250 como corante e
albumina sérica bovina como padrdo. Para a mistura reacional utilizou-se 50 uL da
amostra enzimatica (SDFA ou extrato bruto) e 1,5 mL da solucdo de Bradford e sua

densidade optica foi mensurada em espectrofotdmetro a 595nm.
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A atividade proteasica foi mensurada de acordo com o método descrito por
Leighton et al. (1973), com modifica¢des. O volume de 0,15 mL do extrato enzimatico
foi misturado a 0,25 mL de solugcéo de azocaseina (1% de azocaseina dissolvida em
tampao Tris-HCI 0,1M, pH 7,4) por 60 minutos a 25°C. A reac¢dao foi interrompida pela
adicdo de 1,2 mL solucdo a 10% de acido tricloroacético. As amostras foram
centrifugadas a 8000 rpm (Z326K — HERMLE Labortechnik GmbH) por 15 minutos a
4°C. Entdo, 0,8 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,4 mL de NaOH 1,0M. Uma
unidade de atividade proteasica foi definida como a quantidade de enzima necessaria

para propiciar um aumento de 0,1 na absorbancia a 420nm em 1 hora.

2.4 Atividade da Protease Colagenolitica

A atividade da protease colagenolitica foi mensurada de acordo com o método
descrito por Chavira (1984). o azocoll (colageno impregnado em corante Azo) foi
lavado e suspenso em tampéo Tris-HCI 0,2M (pH 7,6) até uma concentracéo final de
5 mg/mL. Entdo, foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico e 950 yL da
suspensao de azocoll e estes foram incubados a 37°C por 3 horas, sendo agitados a
cada 30 minutos. Apds o tempo de incubacédo e arrefecimento, as amostras foram
centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos e sua absorbancia foi mensurada em
espectrofotometro. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de levar a 0,1 de aumento na absorbancia a 520nm apés
3 horas de incubacgdo. A atividade especifica foi calculada como a razdo entre a
atividade enzimatica e o conteludo de proteinas total da amostra e expressado em

U/mg.

2.5 Sistema de Duas Fases Aquosas

O sistema de suas fases aquosas foi realizado de acordo com um planejamento
fatorial 23. O sal utilizado foi o sulfato de sédio (Na,SO,) e o polimero foi o
polietilenoglicol (PEG). A solugédo a 30% (m/m) de sulfato de sodio foi adicionada em
diferentes quantidades em tubos coénicos graduados de 15 mL contendo o PEG em
massas molares variadas, de acordo com o planejamento, sendo 3 repeticbes do
ponto central, a fim de estimar o erro experimental (Tabela 1). Apés a adi¢ao de agua
e do extrato enziméatico (20% da massa total), as suspencdes foram homogeneizadas
em vortex por 1 minuto e deixadas em repouso para decantagdo por 1 hora para a
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separacao das fases. A influéncia das variaveis investigadas foram: massa molar do
PEG (Mrec), concentragdo do PEG (Crec) e concentracdo do sulfato (Csuir). A
interferéncia do polimero e do sal foi mensurada a partir da preparacdo de amostras
“branco”, contendo as mesmas concentracdes dos componentes, porém, com adicao
de 20% de agua destilada no lugar do extrato enzimatico. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software Statistica 8.0 (Stasoft Inc.)

Tabela 1. Niveis do planejamento experimental 23 para a extracdo de proteases com atividade
colagenoliticas utilizando SDFA PEG/Sulfato.

L Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Mpec (g/mol) 4000 6000 8000
Crec (% m/m) 18 24 30
Csuir (% m/m) 10 11,5 13

Meec = Massa molar do PEG; Crec = Concentracdo do PEG; Csulf= Concentragéo do sulfato)

2.6 Determinacao do coeficiente de particdo, fator de purificacdo e recuperacao

Os parametros coeficiente de particdo (K), recuperacdo (Y) e fator de
purificacdo (FP) das proteases foram calculados usando as seguintes equacdes,

como descrito por Silva et al. (2018).

O coeficiente de particdo (K) € definido como a razédo entre a atividade
enzimatica (protease ou colagenase) da fase superior (A.) e a atividade enzimatica

volumétrica da fase inferior (A:):

A recuperacao em atividade (Y) é definida como a razao entre a atividade da
fase(A.) (protease ou colagenase) multiplicado pelo volume da fase superior (V) e a
atividade do extrato bruto (A=) multiplicado pelo volume do extrato enzimatico bruto
(Ves):

Y = (221 ) X 7100
ApgVEB
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O fator de purificacdo (FP) € definido como a razao entre a atividade especifica

na fase superior (AE;) e a atividade especifica do extrato enzimatico bruto (AE.):

FP = (5.

Onde a atividade especifica da fase ou do extrato bruto é a raz&o entre a sua atividade

total e sua concentracgéo total de proteinas.

2.7 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade das proteases e protease com

atividade colagenolitica

A atividade proteasica foi determinada a partir da incubacdo das amostras
enzimaticas em solu¢des de azocaseina preparadas com diferentes tampdes a 0,2 M,
estabelecendo uma variacdo de pH (4,0 - 11). A determinagdo da atividade
colagenolitica foi realizada a partir da incubacdo das amostras enzimaticas em
solucéo de azocoll com a mesma variacdo de pH. Os procedimentos realizados na
determinacdo das atividades protedsica e colagenolitica foi o0 mesmo descrito nos
Itens 2.3 e 2.4, respectivamente. Essas atividades foram entdo expressas como a
atividade relativa em percentual comparada ao valor maximo e os resultados foram

expressos como médias e desvios padrao.

A estabilidade das proteases foi determinada a partir da incubacéo das
amostras enzimaticas nas solu¢cfes de azocaseina e azocoll supracitados, avaliando
a atividade proteasica em diferentes tempos (0, 4, 8, 12, 16, 20 horas) e a expressando
como a porcentagem de atividade residual em comparag¢ao com o valor inicial (tempo

Zero).

2.8 Extracdo do colageno e ensaio de capacidade hidrolitica

2.8.1 Pré- tratamento dos residuos de pele

O colageno foi extraido a partir da pele de cioba (Lutjanus analis) proveniente
de uma associacdo de pescadores no Janga, Paulista, Pernambuco, Brasil. O
procedimento de pré-tratamento dos residuos de pele foi realizado de acordo como

método descrito por Oliveira et al. (2019). Para a remocdo de proteinas nao
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colagenosas, os residuos de pele foram inicialmente misturados a uma solucdo de
NaOH (0,2M) a uma proporcéo de 1:10 (p/v) e agitadas continuamente por 3 horas.
ApoOs agitagdo e lavagem com agua destilada, a pele tratada foi adicionada a uma
solucdo de 10% de alcool butilico na propor¢édo de 1:10 (p/v) e mantida sob agitacéo
durante 6 horas para remocdo de gorduras. A etapa final do pré-tratamento
(branqueamento) foi realizada utilizando uma solucdo de 3% de perdxido de
hidrogénio, onde os residuos de pele foram mantidos sob agitacdo por 1 hora. Todos
os procedimentos do pré-tratamento foram realizados sob refrigeragéo a 4°C.

2.8.2 Extracdo do colageno

O isolamento do colageno soltvel em acido (ASC) foi realizada segundo Hukmi;
Sarbon (2018). Os residuos obtidos ap0s o pré-tratamento misturados a uma solucao
de acido acético (0,5M) na proporcao de 1:10 (p/v) e mantidos sob agitacdo continua
por 24 horas (4°C). Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 30
minutos. Os sobrenadantes resultantes foram separados e submetidos a uma re-
extracdo com acido acético 0,5 M por 12 horas e nova centrifugagéo. A precipitacao
do colageno extraido foi realizada utilizando tamp&o de carbonato-bicarbonato,

seguida de centrifugacao, didlise (24 horas) e liofilizacdo do material extraido.
2.8.3 Ensaio de capacidade hidrolitica

A digestéo do colageno extraido da pele de cioba (Lutjanus analis) foi realizado
de acordo com o método de Moore & Stein (1954) e Park et al.,, (2002) com
modificagcdes. Uma mistura contendo 5 mg de colageno, 1 mL de Tris-HCI 50 mM (pH
7,5 com 0,36 mM CaCl) e 0,1 mL da amostra enziméatica (extrato bruto ou SDFA), foi
incubada a 37°C por 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas. A reacédo foi interrompida pela
adicao de 0,2 mL de éacido tricloroacético a 50%. Apos 10 minutos em temperatura
ambiente, a solucéo foi centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos. Em seguida, 0,2 mL
do sobrenadante foi misturado com 1mL de uma solugéo de ninhidrina (4%), incubada
a 100°C por 20 minutos. Posteriormente, cada amostra foi diluida em 5mL de 1-
propanol 50% e sua absorbancia foi mensurada a 570 nm. A curva padréo foi
determinada utilizando leucina nas concentragées O, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, € 4,0
mM.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO



3.1 Extracdo de proteases utilizando SDFA PEG/sulfato.

Os resultados do planejamento experimental para a influéncia de variaveis
independentes, massa molar de PEG (Mrec), concentragdo de PEG (Crec), €

concentracdo de sal de sulfato (Csuf) na extracdo de proteases utilizando SDFA

PEG/sulfato sédo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Extracdo de proteases de Aspergillus heteromorphus URM 0269 utilizando planejamento

fatorial 23.
Ensaio (gl\;lr;Eg‘l) %f}s)e
1 4000 18
2 8000 18
3 4000 30
4 8000 30
5 4000 18
6 8000 18
7 4000 30
8 8000 30
9 6000 24
10 6000 24
11 6000 24
12 6000 24

Csulf
(%)

10
10
10
10
13
13
13
13
115
11.5
11.5
115

Kp

0,932
1
3,761
11,178
1,906
1,888
24,166
22,297
2,145
2,442
2,534
3,066

Yp top
(%)

80,021
82,395
180,620
148,236
129,292
128,470
173,652
156,886
129,210
139,139
140,054
145,019

FPp top

1,751
2,008
2,513
2,293
2,217
2,191
2,690
3,316
2,242
2,150
2,509
2,287

M:.= Massa molar do PEG; C...= Concentracéo do PEG; C...= Concentracéo do sulfato; K.=
Coeficiente de particdo da protease; Y..,=Recuperagéo da protease na fase superior; FP. ., = Fator

de purificagdo da protease na fase superior.

Observando os valores de Kp obtidos (Tabela 2), € possivel inferir que as
proteases tenderam a particionar para a fase superior, rica em PEG (exceto o0 ensaio
1), visto que os valores de K = 1 obtidos para a essa variavel sugerem que a atividade
da fase PEG é superior a da fase rica em sal. As condi¢cdes mais favoraveis para o
particionamento de proteases foram a presenca de PEG e sulfato em suas maiores

concentracdes (30% e 13%, respectivamente), como é o caso do ensaio 7 (Kp =

24,166).
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A Tabela 3 apresenta as respostas coeficiente de particado (Kp), recuperacéao da
atividade proteasica (Yrp) e fator de purificacdo (FPp) obtidos em relacéo as variaveis
massa molar do PEG (Mpec), concentragdo do PEG (Crec) e concentracao do sulfato
(Csurr), assim como suas interagdes, na extracao de proteases de A. heteromorphus.

Tabela 3. Efeitos e interacdes das varidveis do SDFA na extracdo de proteases de Aspergillus
heteromorphus URM 0269 utilizando planejamento fatorial 23.

Variaveis e

interacdes Respostas
Kp Yp top FPp top
(1) Mpec 5,155* -2,541 1,479
(2) Crec 51,282* 12,772* 6,416*
(3) Csurt 30,749* 5,180* 4,297*
1*2 5,063* -2,707 0,406
1*3 -8,631* 0,663 1,310
2*3 27,319* -5,001* 1,281
1*2*3 -8,473* 1,004 2,624

M:.= Massa molar do PEG; C:..= Concentracdo do PEG; C...= Concentra¢do do sulfato; Kp=
Coeficiente de particéo da protease; Yr.,= Recuperagéo na fase superior; FPp ., = Fator de
purificagdo na fase superior. *Estatisticamente significativo p < 0,05.

A analise revelou os principais efeitos e a existéncia de interacédo entre eles.
Ao analisar os efeitos das varidveis e suas interacdes sobre o coeficiente de particédo,
pode-se notar que todos os efeitos principais assim como suas interacfes foram
significativos para os valores de K., ou seja, o efeito de qualquer uma das variaveis

depende fortemente dos niveis dos demais fatores.

A migracdo das proteases dentro de um sistema pode ser explicada por dois
fendmenos principais, o efeito salting out e o efeito de volume excluido. O salting out
explica a diminuicdo da solubilidade das biomoléculas na fase inferior pela alta
concentracdo de sal, o que leva a formacdo do sistema bifasico. O efeito do volume
excluido define que o volume ocupado pelas moléculas do polimero presentes na fase
superior do sistema aumenta com sua concentracdo e massa molar, pressionando as
biomoléculas a migrarem para a fase rica em sal (FERNANDES et al., 2020; IQBAL et
al., 2016).

A C... teve a mais alta influéncia positiva sobre o coeficiente de particdo das
proteases de Aspergillus heteromorphus URM 0269, o que denota que o aumento de

sua concentragdo levaria a migragdo enziméatica para a fase rica em sal, de acordo
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com o efeito de volume excluido, ao contrario da tendéncia observada. Considerando
as condicdes do ensaio com maior K. (ensaio 7), o fenbmeno da migracdo das
proteases para a fase superior pode ser explicado pela baixa massa molar do PEG e
a alta concentracdo de sal presente no sistema (30%). Sob essas condi¢des, o efeito
salting out se sobressai em relacdo ao volume excluido, a partir da neutralizacdo das
cargas elétricas promovida pelo sal e consequente alteracdo da solubilidade dessas
enzimas, aumentando sua afinidade com o PEG. A Figura 1 apresenta a relagéo entre
as variaveis C:. e C.,em relacdo ao K., pois a interacdo entre as duas variaveis (2*3)
foi significativa e positiva (como apresentado na Tabela 3), indicando que o aumento

sinérgico de ambas favoreceu a particdo da protease para a fase rica em PEG.

. 051 21,284
F
Q
- H
10 982 5,422
18 30
CPEG

Figura 1. Grafico de interpretagdo geométrica da interacao significativa entre as variaveis Crec € Cesur
sobre o coeficiente de particdo de proteases (Kp).

Na Tabela 2 é possivel observar os valores de recuperacdo de atividade
proteasica (Yp) apoOs a extragdo utilizando SDFA. O conjunto de resultados
apresentados é promissor, pois todos 0s ensaios realizados de acordo com o

planejamento fatorial 23, exceto os ensaios 1 e 2, obtiveram valores de recuperacéo
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de atividade proteéasica (Yp) acima de 100%. Valores de recuperagdo superiores a
100%, podem estar associados a remocao de contaminantes e inibidores durante a

particdo, o que aumenta a atividade enzimatica (NASCIMENTO et al., 2016).

O maior valor de Yp obtido (ensaio 3) foi de 180,620%, cujas condi¢cdes do
ensaio eram Mpec de 4000 g/mol, Cpec de 30% e Csurr de 10%. Maiores valores de Y
sao frequentemente associados com a utilizacdo de uma maior concentracédo de PEG
com menor massa molar (LIMA et al., 2013), como o resultado obtido no presente
trabalho. Uma explicacdo para esse fendbmeno € o aumento da viscosidade do
solvente consequente do aumento da massa molar do PEG, que diminui a atividade
enzimatica, como observado para carboxipeptidase, tripsina, catalase e lactato
desidrogenase (ARAUJO et al., 2011). O valor de Y obtido no presente trabalho foi
maior do que o apresentado por outros trabalhos com enzimas de origem flungica,
como Nascimento et al. (2016) (PEG/sulfato - 130%), Amaral et al. (2020)
(PEGI/citrato - 84%) e Siqueira et al. (2020) (PEG/fosfato - 113,15%).

Assim como para os valores de Kp, Crec € Csurf foram as variaveis mais
influentes sobre os valores de Yp, no entanto, ao contrario do coeficiente de particdo,
a interacdo entre as duas variaveis mostrou-se negativa, ou seja, Crec € Csurf tém

efeitos antagbnicos sobre a recuperacao da atividade protedsica.

O maior fator de purificacéo (3,316) foi obtido sob as condi¢cdes Mpec de 8000,
Crec de 30% e Csur de 13% (Ensaio 8). A Cpecfoi a varidvel de maior influéncia positiva
sobre o fator de purificagdo na fase superior (PEG). O padrao observado paraK e Y
também pode ser identificado para o FP (Tabela 3), sendo Csur a segunda variavel
mais influente sobre a resposta (Figura 2), no entanto a interacdo entre as variaveis
nao se mostrou significativa. Outros autores obtiveram resultados similares de fator
de purificacdo de proteases fungicas. Hajji et al. (2007) e Yadav et al. (2015) obtiveram
um valor de FP de 3,2 para proteases produzidas por Aspergillus calvatus. Salihi et al.
(2017), por sua vez, reportaram um valor maximo de FP de 1,01 para proteases

produzidas por Aspergillus oryzae.
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doy A dld

]Figura 2. Efeitos simultdneos da concentragdo de sulfato (Csur) € massa molar de PEG (Mpec) sobre o
fator de purificagdo de proteases (FPptp) N0 SDFA PEG/sulfato.

3.2 Extracdo de proteases com atividade colagenoliticas utilizando SDFA
PEG/sulfato

Os resultados do planejamento experimental para a influéncia de variaveis
independentes, massa molar de PEG (Mpec), concentracdo de PEG (Crec), €
concentracdo de sal de sulfato (Csur) na extragdo de proteases colagenoliticas
utilizando SDFA PEG/sulfato séo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Extracédo de proteases com atividade colagenolitica de Aspergillus heteromorphus URM
0269 utilizando planejamento fatorial 23.

Ensaio (IS Ces(%) oo Ke Yo FPew
1 4000 18 10 68,250 110,737 2,424
2 8000 18 10 23,308 133,008 3,242
3 4000 30 10 47,063 245,447 3,416
4 8000 30 10 50,039 404,432 6,256
5 4000 18 13 37,942 142,914 2,451
6 8000 18 13 35,222 174,945 2,984
7 4000 30 13 35,327 155,484 2,409
8 8000 30 13 19,267 169,599 3,585
9 6000 24 115 41,392 216,556 3,759
10 6000 24 11.5 87,611 208,874 3,229
11 6000 24 115 86,853 235,828 4,225
12 6000 24 115 68,697 195,629 3,086

M:.= Massa molar do PEG; C...= Concentracdo do PEG; C..= Concentracdo do sulfato; K.=
Coeficiente de particdo da colagenase; Y..,=Recuperacdo da colagenase na fase superior; FP. ., =
Fator de purificacdo da colagenase na fase superior.

Ao analisar os valores obtidos para o coeficiente de particdo de proteases
colagenoliticas (Tabela 4), também pode-se observar a tendéncia de particionamento
dessas enzimas para a fase superior, rica em PEG (valores de K > 1) em todos os
ensaios. As condicbes mais favoraveis para o particionamento foram aquelas
presentes nos ensaios do ponto central (Mrec de 6000 g/mol, Crec de 24% e Csuir de
11,5%), com valores de K de até 87, 611. Ao analisar os efeitos das variaveis e suas
interacbes sobre o coeficiente de particdo (Kc), nenhuma das variaveis ou suas
interacbes foram significativas sobre o coeficiente de particdo. As diferencas
observadas nos padrdes de coeficiente de particdo e nas respostas discutidas a seguir
em relacdo as proteases abordadas no item anterior apontam para a existéncia de

enzimas com caracteristicas distintas dentro do extrato analisado.

A Tabela 5 apresenta a influéncia das variaveis massa molar do PEG (Mpec),
concentracdo do PEG (Cpec) e concentracdo do sulfato (Csur) assim como suas
interacOes sobre as respostas coeficiente de particdo (Kc), recuperagao da atividade
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colagenolitica (Yc) e fator de purificacdo (FPc), na extracdo de proteases

colagenoliticas de A. heteromorphus.

Tabela 5. Efeitos e interagGes das variaveis da extracéo de proteases com atividade colagenolitica de
Aspergillus heteromorphus URM 0269 em SDFA utilizando planejamento fatorial 23.

vl

K Y top FP t0p

(1) Mpec -0,990 4,786* 3,639+
(2) Crec -0,212 8,669 3,094
(3) Cauit -0,993 -5,276* -2,649
1%2 0, 564 -2,500 1,807

1*3 0,378 -2,843 -1,321

2*3 -0, 393 -8,395* -2,336
1%2+3 -0, 999 -3,254* -0,934

Merec = Massa molar do PEG; Cpec = Concentragdo do PEG; Csur= Concentra¢do do sulfato; K =
Coeficiente de particdo; Y wp = Recuperacao na fase superior; FP wp = Fator de purificacdo na fase
superior. *Estatisticamente significativo p < 0,05.

As porcentagens de recuperacdo da atividade colagenoliticas (Yc) estédo
expressos na Tabela 4. Como pode-se observar todos os valores estdo acima de
100%, o que demonstra que o planejamento fatorial 22 foi capaz de induzir um
aumento da atividade colagenolitica (WANDERLEY et al., 2020), assim como

observado na recuperacédo da atividade proteasica, discutida no item 3.1.

O maior valor de recuperacédo da atividade colagenolitica obtido (ensaio 4) foi
de 404,432%, cujas condi¢Bes do ensaio eram Mpec de 8000 g/mol, Crec de 30% e
Csuf de 10%. A variavel Crec e sua interacdo antag6nica com Csurforam os fatores
significativos e de maior influéncia sobre Yc (Figura 3). Dos demais efeitos
significativos, a Mpec apresentou efeito positivo, indicando que a maior massa do PEG
proporcionou 0s maiores valores de recuperacdo em atividade colagenolitica. Os
valores de Y obtidos no presente trabalho foram maiores do que os apresentados por
Wanderley et al. (2020) (244,47%), Wanderley et al. (2017) (82%) e Rosso et al. (2012)
(242%), que utilizaram o SDFA para extracdo de proteases colagenoliticas de

diferentes micro-organismos.



76

13 166&]313 169[‘]925
F
O
129)256 332[323
10 i )
18 30

CPEG

Figura 3. Grafico de interpretacdo geométrica da interacéo significativa entre as variaveis Crec
e Csur sobre a recuperacgéo da atividade colagenolitica (Yc).

As condi¢cBes do ensaio 4 também propiciaram o maior fator de purificacdo
(FPc) entre os ensaios (6,256). A massa molar do PEG foi a Gnica variavel significativa
sobre o fator de purificacdo em relacdo a protease colagenolitica. O efeito positivo de
Mpec sobre o fator de purificagcéo significa que essa resposta aumenta com o0 aumento
da massa molar do polimero. Esse efeito pode ser explicado pelo efeito de excluséo
de volume descrito no Item 3.1 e pelo efeito de eliminagcdo de contaminantes para a
fase salina, concentrando a enzima de interesse na fase PEG. Nascimento et al.
(2016), reportaram a migracdo de enzimas fibrinoliticas extraidas utilizando SDFA
PEG/sulfato para a fase rica em sal (K<1). Os autores mencionam que o maior FP foi
encontrado nos pontos centrais da fase inferior (4,5). Na fase superior, 0 maior FP
obtido (3,5) foi do ensaio de condi¢cdes Mpec 4000 g/mol, Cpec 30% e Csuif 13,2.

O efeito do aumento da massa molar do PEG sobre o valor de FP foi
demonstrado por Porto et al. (2008) na extracdo de proteases utilizando SDFA
PEG/citrato, onde, ao aumentar a massa molar do PEG de 1500 para 10.000,
mantendo a concentracéo de citrato (12%) foi observado um aumento de 2,3 para 4,8
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no fator de purificacdo. Mais recentemente, Fernandes et al. (2020) observou o
mesmo padrdo de influéncia da Mpec sobre o fator de purificacdo de proteases
produzidas por A. heteromorphus utilizando SDFA PEG/citrato, obtendo seu maior FP
sob as condigdes Mpec de 8000, Crec de 24% e Ccir de 15%.

3.3 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade das proteases

As proteases extraidas no SDFA PEG/sulfato sob as condicdes Mpec de
8000g/mol, Crec de 30% e Ccit de 10% (ensaio 4, Tabela 4), foram selecionadas para
a avaliacéo do efeito do pH sobre sua atividade devido aos altos valores de rendimento
e de fator de purificagdo apresentados (404,432% e 6,256, respectivamente) para a
protease com atividade colagenolitica. Tanto as amostras do extrato enzimatico bruto
(EB) quanto as enzimas em SDFA PEG/sulfato foram avaliadas quanto sua atividade
proteésica e colagenolitica, a fim de aferir a influéncia do método de extracdo sobre a
influéncia do pH na atividade enziméatica bem como sobre sua estabilidade.
Considerando aplica¢bes industriais, a avaliacdo da estabilidade da atividade
enzimatica em diferentes niveis de pH é essencial para otimizar o seu uso e prolongar
sua vida util (SILVA, 2017).

A Figura 4 mostra o padrdo de estabilidade da atividade proteésica em relacéo
a variacao de pH (4,0 — 11,0). Como pode-se observar, a enzima no EB apresenta um
pico de atividade proteasica no pH 6,0, seguido de uma queda brusca nos demais
niveis, mas manutencao de um minimo de 60% de atividade até o pH 11,0. Por outro
lado, as proteases extraidas no SDFA PEG/sulfato apresentaram uma faixa de pH
otimo, apresentando menor influéncia do pH sobre a atividade enzimatica. Resultados
similares foram encontrados por outros autores ao analisar o efeito do pH sobre
proteases fungicas. Biaggio et al. (2016), reportou uma faixa de atividade enzimatica

entre pH 5,0 a 8,0, com pH 6timo de 7,0 para peptidase de Aspergillus terreus.
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Figura 4. Comparacdo da estabilidade da atividade proteésica do extrato enzimético bruto (EB) em
relacdo & enzima extraida em SDFA PEG/sulfato.

As proteases alcalinas representam mais de 50% da producdo global de
enzimas, encontram aplicacbes em variados segmentos industriais, como o
processamento do couro, producdo de detergentes e aditivos em produtos de limpeza,
producdo farmacéutica, reacbes de biotransformacédo, sinteses de peptideos e
tratamento de residuos (BARZKAR, 2020).

Os resultados da analise do efeito do pH sobre a atividade colagenolitica estédo
apresentados na Figura 5. Ao contrario da atividade proteasica, o pico de atividade
colagenolitica do extrato bruto ocorreu no pH 7,0, enquanto a maior atividade da
enzima extraida por SDFA PEG/sulfato foi encontrada no pH 6,0. Ambas as amostras
demonstraram diminuicdo de atividade nos demais niveis de pH, porém, nota-se que
a extracdo em SDFA nao apresentou um efeito importante no perfil da atividade

enzimatica.

De acordo com Wanderley et al. (2017), a faixa de pH 6timo encontrada para
proteases colagenoliticas tende a variar de 5,0 a 10,0, sendo poucos os relatos de
proteases colagenoliticas acidas. Outros trabalhos corroboram com essa tendéncia.
Pequeno et al. (2019), observaram que proteases colagenoliticas produzidas por
Bacillus cereus se mantiveram estaveis entre o pH 7,2 e 11,0. Similarmente, Neto et

al. (2018), obtiveram um pH étimo de 9,0 para atividade colagenolitica de protease
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produzida por Penicillium aurantiogriseum, com a manutencéao de pelo menos 80% de

atividade enzimatica na faixa de pH entre 6,0 e 11,0.
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Figura 5. Comparacéo da estabilidade da atividade colagenolitica do extrato enzimatico bruto (EB) em
relagdo a enzima extraida em SDFA PEG/sulfato.

Os perfis de pH 6timo distintos quando foram utilizadas as atividades proteasica
e colagenolitica faz com que seja levantada a hipotese da existéncia de duas
proteases diferentes no extrato bruto enzimético. Além disso, o perfil de extragdo no
SDFA para as duas atividades também foi diferente. Assim, mais estudos devem ser

realizados para elucidar e/ou comprovar tal hipétese que se coloca neste trabalho

Os extratos enzimaticos (EB e SDFA) também foram analisados quanto a
estabilidade da sua atividade proteasica em um intervalo de tempo de até 20 horas (O,
4, 8, 12, 16, 20h). Os resultados coletados estdo expostos na Figura 6 e Figura 7,
respectivamente. A partir da comparacéo das figuras, pode-se observar o efeito da

extracdo em SDFA PEG/sulfato sobre a estabilidade da atividade proteasica.
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Figura 7. Efeito do pH sobre a estabilidade da atividade protedsica da enzima extraida em SDFA
PEG/sulfato.

Na analise do extrato bruto (Figura 6), os niveis de pH mais alcalinos (9,0 -
11,0) ndo foram capazes de manter mais de 80% da sua atividade original até o fim
do tempo determinado, especialmente o pH 10,0 e 11,0. Os demais niveis tiveram
guedas menos acentuadas em suas atividades, se mostrando mais estaveis. As
amostras de SDFA (Figura 7), por sua vez, apresentaram manutencdo de mais de
80% da atividade proteasica apds as 20 horas de incubagdo em todos os niveis de

pH, exceto o pH 10,0, que apresentou uma leve queda. Nota-se que o SDFA
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apresentou um efeito positivo sobre a estabilidade da protease, mantendo-a acima de

80% em uma faixa maior de niveis de pH.

Fernandes et al. (2020) observaram que proteases produzidas por Aspergillus
heteromorphus URM 0269 e extraidas em SDFA PEG/citrato foram capazes de
manter 60% de sua atividade enzimatica inicial na faixa de pH entre 5,0 e 10,0 ap0s
24 horas de incubacao. Silva et al. (2018), relataram que proteases produzidas por
Aspergillus tamarii URM4634 se mantiveram estaveis entre o pH 7,0 e 11,0 apés 24
horas de incubacao. Outros autores, reportaram estabilidade de atividade proteésica
em niveis de pH mais acido. Sahili et al. (2017), obtiveram uma faixa de atividade

proteéasica entre o pH 3,0 e 10,0 apds 96 horas de incubacéo.

3.4 Extracdo e caracterizacdo do colageno de cioba (Lutjanus analis)

A partir dos 30g de residuo de pele utilizados para a extracdo, foram obtidos
2,4179g de colageno liofilizado, representando um rendimento de 80,57 mg/g de pele,
ou 8,057% (peso seco). O rendimento obtido no presente trabalho foi superior aquele
obtido por Arumugam et al. (2018), que ao realizar extracdo de colageno a partir de
residuos de pele de solea (Aseraggodes umbratilis) pelo método ASC utilizando acido
acético em molaridade similar, obtiveram um rendimento maximo de 19,77mg/g de
pele (1,926%). Um resultado similar foi reportado por Xu et al., (2017), que obtiveram
um rendimento maximo de 9.38% (peso Umido) utilizando acido acético para extrair

colageno a partir de residuos de pele de tubarao.
3.5 Ensaio de capacidade hidrolitica

Os ensaios de hidrélise do colageno extraido de residuos de pele de cioba
(Lutjanus analis) foram realizados utilizando o extrato bruto obtido a partir da
fermentacdo em estado solido por A. heteromorphus assim como a amostra da fase
PEG proveniente do SDFA. Como pode-se observar na Figura 8, ambas amostras
foram capazes de hidrolisar o colageno extraido em proporc¢des similares, obtendo um

pico de hidrdlise apds 36 horas de tratamento.
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Figura 8. Hidrélise do colageno extraido de cioba (Lutjanus analis) tratado com as amostras enzimaticas
(extrato bruto e SDFA) em varios tempos de incubacéo (12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas) a 37°C.

Ao utilizar o método colorimétrico com ninhidrina para analisar a digestao de
colageno de pele de salméo a partir do tratamento com protease extracelular de Vibrio
sp. por 240 minutos, WU et al. (2018) concluiram que nédo houve aumento significativo
no grau de hidrdlise apds 150 minutos de tratamento. Oliveira et al. (2017), obtiveram
um pico de hidrdlise apos 48 horas de incubacéo ao analisar a hidrélise de colageno
de tenddo de Aquiles bovino (colageno tipo I) a partir do tratamento com proteases

colagenoliticas extraidas de residuos de pescada-branca (Cynoscion leiarchus).

Atualmente, a familia de moléculas colagenosas consiste em 29 subtipos
distintos, sendo os tipos I, I, lll, IV e V os mais abundantes nos organismos, onde
desempenham funcdes de sustentacdo e protecdo dos tecidos, além de
armazenamento e liberagdo de fatores de crescimento (BHUIMBAR; BHAGWAT,;
DANDGE, 2019). O tipo | € o mais comum e 0 mais utilizado na industria, sendo
encontrado na pele, 0ssos, dentes, tenddes e ligamentos; o tipo |l pode ser encontrado
em cartilagens; as fontes mais comuns para o colageno tipo Il séo a pele, musculos
e vasos sanguineos; o tipo IV foi relatado na camada secretada pelo epitélio da
membrana e lamina basal; o colageno tipo V € um dos principais componentes das
superficies celulares e da placenta (LEON-LOPEZ et al., 2019).

Diferentes tipos de colageno ja foram extraidos a partir de residuos (pele,

escamas, cartilagem, ossos) de organismos aquaticos, com diferentes caracteristicas,
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propriedades e potenciais de aplicacdo (OLIVEIRA et al., 2017). Alguns exemplos
incluem a extracdo de colageno tipo | de ossos de Thunnus obesus (JEONG,;
VENKATESAN; KIM, 2013) e de Priacanthus tayenus (KITTIPHATTANABAWON et
al., 2005), de pele de Mystus macropterus (ZHANG; LIULI, 2009), Syngnathus
schlegeli (KHAN et al., 2009), e de escamas de Trachurus trachurus (MINH THUY;
OKAZAKI; OSAKO, 2014), a extracdo de colageno tipo Il de cartilagem de
Carcharhinus limbatus (KITTIPHATTANABAWON et al., 2010) e de residuos de
medusa (Chrysaora sp.) (BARZIDEH et al., 2013) e a extracao de colageno tipo IV de
esponja marinha (Callyspongiidae sp.) (LIN et al., 2011).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A extracdo de proteases com atividade colagenolitica produzidas por
Aspergillus heteromorphus URMO0269 utilizando SDFA foi efetiva, com valores altos
de purificacdo e recuperacdo (6,256 e 404,432%, respectivamente). O SDFA
PEG/sulfato demonstrou um efeito positivo sobre a atividade enziméatica das proteases
fungicas pela remocédo de contaminantes presentes no extrato bruto. Além disso, foi
observado que o SDFA foi benéfico para a estabilidade da atividade enzimatica,
propiciando a manutencdo de uma porcentagem alta de atividade em diferentes niveis
de pH por até 20 horas. Além disso, o0 ensaio de hidrolise do coldgeno extraido de
residuos de pele de cioba (Lutjanus analis) evidenciou o potencial das proteases
produzidas por A. heteromophus para a hiddlise de colageno. Os resultados obtidos
no presente trabalho, demonstraram que foi possivel extrair proteases com excelente
purificacéo e recuperacdo, bem como a acdo da enzima hidrolisando o colageno de
cioba (L. analis), mas espera-se ainda elucidar as propriedades e potencial biol6gico

dos hidrolisados produzidos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Como evidenciado no capitulo 1, a analise bibliométrica € um meio eficiente de
avaliar a evolucéo e as tendéncias atuais dentro de um campo de estudo. Na analise
bibliométrica realizada, foi constatada a fragilidade da atual rede de colaboracfes e
coautoria em publicacdes sobre peptideos de colageno de origem aquatica. Isso pode
ser explicado pela natureza relativamente recente da investigacéo de subprodutos de
pescado como fontes de peptideos de colageno. A realizacdo de analises desse tipo
€ de suma importancia para o monitoramento do desenvolvimento da area de

pesquisa ao longo do tempo.

No capitulo 2 dessa dissertacdo, a utilizacdo de SDFA PEG/sulfato foi bem-
sucedida para a extracdo de proteases com atividade colagenoliticas produzidas a
partir da fermentacdo solida por Aspergillus heteromorphus URM 0260 utilizando
farelo de trigo como substrato, obtendo excelente purificacdo e recuperacdo. Além
disso, a extragcdo demonstrou um efeito positivo sobre a estabilidade da atividade
enzimatica, fator imprescindivel para a sua utilizacdo comercial. O ensaio de hidrélise
utilizando colageno extraido de residuos de pele de cioba (L. analis) demonstrou ainda
que tanto a amostra de extrato bruto proveniente da fermentacdo quanto a amostra

da fase PEG obtida o SDFA foram capazes de hidrolisar o colageno.

Tendo como base os resultados obtidos durante o desenvolvimento do
presente trabalho, espera-se elucidar as propriedades e potencialidades de colageno
extraido e de seus hidrolisados através da realizagdo de mais andlises para sua
caracterizacdo. Ainda, espera-se que o0 presente trabalho impulsione ainda mais
investigacdes acerca do uso de residuos pesqueiros como fontes de biomoléculas de

interesse.
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