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ABSTRACT

Subprodutos da industria pesqueira sdo ricos em compostos biolégicos, como as
proteases, e a recuperagao destas tem tém vantagens técnicas sobre as quimicas e
tém amplas aplicacdes industriais, principalmente, em medicamentos, cosméticos,
alimentos, téxteis e alimentacdo animal, devido a sua propriedade de alta
atividade em uma ampla faixa de pH e em diferentes temperaturas. Varias
técnicas de recuperacao,identificacdo e purificacdo de enzimas capazes clivar as
ligacdes peptidicas das moléculas de coladgeno e subsequentemente degrada-las
em pequenos peptideos a partir desses residuos, tem sido utilizadas, como a
técnica de semipurificacdo por sistema de duas fases aquosa (SDFA) que foi
aplicada nos residuo (visceras) negligenciados da Tainha (Mugil liza) para
tratamento de enzimas com atividadecolagenoliticas. O extrato bruto (EB) obtido
a partir das visceras intestinais da Tainha (Mugil liza) apresentou as seguintes
atividades: proteinas totais 1,02 U/mg; atividade colagenolitica: 152,0 U/mg
volumetrica; 161 U/mg de atividade colagenolitica especifica; 7,35 U/mL de atividade
proteolitica/proteasica; e, por fim, 14,2 mg/mL de atividade proteolitica especifica. No
sistema de duas fases aquosa PEG/citrato, de acordo com o planejamento
fatorial 23, utilizando as variaveis Coeficiente de particdo (K),Rendimento (Y), e
Fator de purificacdo (FP) foi possivel observar que osrendimentos da extracéo
(Y) obtidos variaram de 89 a 124,34% e de 242,11 a435,61% para protease e
proteases com atividade colagenolitica, respectivamente.Os resultados mostraram
a vantagem desta técnica de semipurificacdo no que se refere a extracdo e
purificacdo de enzimas colagenoliticas com aplicacdo industrial. Os peptideos de
colageno de peixe, destacados na reviséo integrativa, sdo importantes no mercado
global de peptideos de colageno e tem importancia no desenvolvimento de
biomateriais que constituem produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios com
isso a revisdo reune diferentes aspectos do peptideo de colageno, como
classificacdo, propriedades, métodos de preparacédo, e aplicacbes em diferentes
industrias. Engloba especificamente os peptideos de colagenos aplicados na
industria farmacéutica, de cosmeéticos e de alimentos. Além disso, enfatiza os
aspectos regulatérios do peptideo de colageno comercial destacando as
informacgdes relacionadas a determinados ingredientes. Abrangendo também
patentes e produtos de peptideos de colageno comerciais existentes com
indicacbes. Esta revisdo traz informagBes sobre peptideos de colageno com
aplicacdes industriais abrangendo aspectos essenciais para realizacdo de futuras



ABSTRACT
pesquisa neste campo especifico.

Palavras-chaves: subprodutos; biocompostos; proteases; colagenases; purificacao.



ABSTRACT

By-products from the fishing industry are rich in biological compounds, such as
proteases, and their recovery has technical advantages over chemical ones and has
wide industrial applications, mainly in medicines, cosmetics, food, textiles and animal
feed, due to its property of high activity over a wide pH range and at different
temperatures. Several techniques for recovery, identification and purification of
enzymes capable of cleaving the peptide bonds of collagen molecules and
subsequently degrading them into small peptides from these residues have been used,
such as the semipurification technique by aqueous two-phase system (SDFA) which
was applied to neglected mullet (Mugil liza) waste (viscera) for the treatment of
enzymes with collagenolytic activity. The crude extract (EB) obtained from the intestinal
viscera of Mullet (Mugil liza) showed the following activities: total protein 1.02 U/mg;
collagenolytic activity: 152.0 U/mg volumetric; 161 U/mg specific collagenolytic activity;
7.35 U/mL of proteolytic/proteasic activity; and, finally, 14.2 mg/mL of specific
proteolytic activity. In the two-phase PEG/citrate aqueous system, according to the 23
factorial design, using the variables Partition coefficient (K), Yield (Y), and Purification
factor (FP), it was possible to observe that the extraction yields (Y ) obtained ranged
from 89 to 124.34% and from 242.11 to 435.61% for protease and proteases with
collagenolytic activity, respectively. The results showed the advantage of this semi-
purification technique regarding the extraction and purification of collagenolytic
enzymes with industrial application. The fish collagen peptides, highlighted in the
integrative review, are important in the global collagen peptides market and are
important in the development of biomaterials that constitute pharmaceutical, cosmetic
and food products. , properties, preparation methods, and applications in different
industries. It specifically encompasses collagen peptides applied in the pharmaceutical,
cosmetics and food industries. In addition, it emphasizes the regulatory aspects of
commercial collagen peptide by highlighting information related to certain ingredients.
Also covering patents and existing commercial collagen peptide products with
indications. This review provides information on collagen peptides with industrial
applications covering essential aspects for future research in this specific field.

Keywords: by-products; biocompounds; proteases; collagenases; purification.
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1 INTRODUCAO

A mundanca global no consumo de alimentos tem refletido no comportamento
alimentar da populacdo, aumentando a demanda por produtos naturais e de alto
valor nutritivo, como os pescados. Nos ultimos anos a producdo mundial pesqueira
aumentou substancialmente gerando quantidades significativas de material organico
a partir de residuos de peixe (FAO, 2020; COPPOLA et al., 2021).

Esses residuos ou subprodutos de peixe, sdo constituidos por pele, escamas,
barbatanas e visceras, e sao destinados em parte a producdo de farinha de peixe,
fertilizantes e 6leo com baixa rentabilidade para industria ou utilizado como matéria-
prima para alimentacdo direta na aquicultura, ou sdo parcialmente descartados
(AHUJA et al., 2020; GUILLEN et al., 2018).

Por esta razdo, é necessario uma melhor gestdo dos residuos de peixe para
superar os problemas ambientais causados pelo descarte inadequado no meio
ambiente e para o aproveitamento integral da biomassa destes para fins de agregar
alto valor comercial a industria. Nesse contexto, tem-se observado uma recente e
crescente atencao para o uso alternativo de subprodutos de peixe desempenhando
um papel importante no crescimento econdmico e no desenvolvimento sustentavel.

Estudos tém analisado seus possiveis usos, pois representam uma rica fonte
de compostos de valor agregado, incluindo enzimas, peptideos bioativos e
biopolimeros como proteinas, com diferentes usos em diversas inddstrias. Assim, 0
desenvolvimento e aplicacdo de processos para recuperacdao destes compostos
para aplicagdo comercial sdo importantes, tendo em vista que os utilizados
atualmente sdo, muitas vezes, de alto custo, desde a obtencédo dos subprodutos até
a identificacdo de um determinado biocomposto, como as proteinas.

Desta forma, pesquisas tém sido desenvolvidas para obtengdo de métodos
gue possibilitem a transformacdo desses residuos em produtos passiveis de
utilizagdo, como os métodos de separacéo, pré-purificacédo, e purificacdo de enzimas
com a premissa de estudar as propriedades, estrutura e fungcbes das enzimas.
Desses métodos o Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) é pertinente por reduzir
em mais de 80% o custo da operagdo, por ser um método simples e de facil
execucdo. Considerado também, como uma abordagem eficiente para pré
purificacdo e recuperagdo de ampla gama de biomoléculas, em especial um grupo
de proteinas classificadas como proteases (DU; CHEONG,; LIU, 2018).

Compoem o0 grupo de proteases, enzimas como pepsinas, tripsinas,

guimotripsinas, lipases e colagenases; essas ultimas despertam atengéo especial
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devido as suas numerosas aplicabilidades em diferentes industrias como a de

alimentos, farmacéutica, téxtil e a de cosméticos, além de serem utilizadaspara gerar
peptideos biologicamente ativos (NASRI et al., 2017; MAZORRA-MANZANO;
RAMIREZ-SUAREZ; YADA, 2018). Com isso, a recuperacéo desses biocompostos é
uma foma de atender a demanda do mercado global de enzimas, agregagando valor
ao mercado da pesca tornando a pratica de obtencdo de proteases de fontes

aguaticas ecologicamente sustentavel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producdo pesqueira

As espécies de frutos do mar séo ricas fontes de proteinas e outros
nutrientes, incluindo peptideos, aminoacidos essenciais, &acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 de cadeia longa, carotendides, vitaminas, incluindo
vitamina B12, e minerais como célcio, cobre, zinco, sédio, potassio, selénio, iodo
(SILVA et al., 2020b). O aumento global da producdo e consumo pesqueiro é um
reflexo da ampla divulgacédo dos beneficios destes alimentos (SILVA et al., 2020a),
resultando na expansdo da aquicultura, cujo mercado global foi estimado em US$
308 bilhdes em 2021 (FAO, 2021).

Dados apresentados no The State of World Fisheries and Aquaculture
(SOFIA) pela Food and Agriculture Organization of the United Nations- (FAO)
apontam que a producéo de pescado em 2019 alcangou um recorde historico de 171
milhdes de toneladas. Deste total, 88% foi utilizado para consumo humano direto,
resultando num elevado consumo per capita de 20,3 kg. De acordo com o SOFIA
(2020), a piscicultura é dominada pela Asia, que produziu 89% do total global em
termos de volume nos ultimos 20 anos.

Entre os maiores produtores de pescado, a China representou 37,69% da
producdo mundial, dos quais 60,59% foram produzidos na aquicultura (FAO, 2021).
Indonésia e india ocupam segundo e terceiro lugar, com 6,93% e 5,55%,
respectivamente. Além de principal produtor de pescados, entre 2002 e 2015, a
China também foi o maior exportador de peixe e produtos da pesca. Depois de
China, os principais exportadores em 2016 foram Noruega, Vietna e Tailandia (FAO,
2021).

Em relagédo aos paises da América do Sul, Chile, Brasil e Equador ocupam o
ranking dos principais produtores, respectivamente (PEIXE BR,2018). Segundo o
modelo de producao de pescado projetado pela FAO para o ano de 2025, espera-se
aumento de producdo na América Latina, particularmente no Brasil, que apresenta
investimentos significativos no setor e expectativa 104% superior se comparada a
producéo dos ultimos 20 anos (FAO, 2020).

O Brasil produziu 722.560 toneladas de peixes de cultivo em 2018, com
crescimento de 4,5 % sobre as 691.700 toneladas do ano anterior (PEIXE BR,

2019). Estes numeros indicam que a producdo da piscicultura no Brasil pode
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apresentar tendéncia a intensificagcdo dos cultivos, demandando quantidades cada
vez maiores de técnicos, alevinos e alimentos.

Portanto a piscicultura leva a um diagnéstico favoravel de que o Brasil venha
a abrir novas fronteiras para o desenvolvimento e expansdo na producdo mundial.
Com destaque para Nordeste que € a segunda maior produtora, responsavel por
31% da produg&o nacional 11.644 toneladas de peixe (IBAMA, 2017). Dentre essas
espécies, as tainhas e paratis (familia Mugilidae), tem destaque comercial. Elas
estdo amplamente distribuidas nos oceanos Pacifico e Atlantico, habitando diversos
ambientes costeiros (CARVALHO-FILHO, 1999).

2.2. Tainha — Familia Mugilidae no Brasil

A familia Mugilidae possui 27 géneros e 77 espécies (SHE; DURAND, 2016).
Membros desta familia ocorrem em todo o mundo, em zonas costeiras de mares
tropicais, subtropicais e temperados (BHATT; MANKODI, 2020). Muitas espécies de
Mugilideos sao consideradas diddromas, podendo ocorrer em ambientes distintos
(marinho, estuarino e de agua doce) em diferentes fases de seu ciclo de vida.
Apresentam habito alimentar zooplanctéfago quando juvenil e ili6fago quando adulto,
o que lhes confere papel fundamental na transferéncia de matéria e energia nas
cadeias tréficas dosambientes costeiros (BHATT; MANKODI, 2020).

A familia Mugilidae apresenta caracteristicas meristicas e morfologia muito
semelhante, o que ocasiona dificuldade na identificacdo das espécies. Atualmente,
com novos estudos de morfometria e meristica, somados aestudos moleculares e
genéticos, sdo consideradas como validas seis espécies de Mugilideos no Brasil: M.
curema, M. liza, M. rubrioculus,M. incilis, M. curvidens e M. brevirostris (FROESE;
PAULY, 2021).

As especies M. incilis, M. rubrioculus e M. curvidens, denominadas
popularmente como curimds ou tainhas, sdo espécies capturadas pela pesca
artesanal, principalmente em estuarios e lagoas costeiras em alguns estados do
Norte e Nordeste, apresentando um volume de producéo consideravel (HASAN et
al., 2021). Mugil curema e M. brevirostris, denominadas paratis e comuns em todo o
litoral do pais, também sdo capturadas pela pesca artesanal em algunslocais,
porém, sua importancia econémica é menor, devido ao reduzido tamanho atingido
por essas espécies (em torno de 30 cm de comprimento total) (BATUBARA et al.,
2021).
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A espécie mais importante de Mugilideo para a atividade pesqueira no Brasil

€ a tainha M. liza. Esta espécie pode atingir até um metro de comprimento e sua
carne é considerada de excelente qualidade. Representa a principal espécie para
consumo em comunidades pesqueiras costeiras da regiao Sul, sustentando uma
pesca artesanal historica e culturalmente importante no litoral Sul e Sudeste do pais
(CASTELLINI et al. 2017).

A elevada abundéncia na costa Sul e Sudeste brasileira e o alto valor
econdmico, fazem com que a espécie seja explorada também pela pesca industrial
durante a migracdo reprodutiva. Capturas industriais dirigidas para a tainha
passaram a ser mais relevantes a partir do ano de 2000 quando especificamente a
frota de cerco adotou a tainha como alternativa econdmica ao colapso da espécie
alvo desta frota, a sardinha-verdadeira — Sardinella brasiliensis. Além do valor
econdmico do pescado, asgbnadas femininas maturas contribuem com o aumento
do valor agregado, as quais sdo produto de exportacdo, consideradas uma
alternativa ao caviar. Atualmente a tainha esta entre as nove principais espécies de

peixes capturados pela pesca extrativa no Brasil.

2.3. Caracteristica da espécie Mugil liza valenciennes 1836 e setor pesqueiro

M. liza € uma espécie de corpo robusto, fusiforme, sem linha lateral e olhos
cobertos quase que totalmente por uma membrana adiposa. Apresenta regiao dorsal
do corpo escuro e regidao abdominal branca, com laterais prateadas contendo

namero variado de listras escuras longitudinais (FIGURA 1).

Todas as nadadeiras (com excecdo das nadadeiras pélvicas) apresentam
coloragdo, com cromatoforos escuros. A primeira nadadeira dorsal tem quatro
espinhos e a segunda tem nove raios (um nao ramificado e oito ramificados). A
nadadeira peitoral tem um raio ndo ramificado e de 14 a 17 ramificados. A nadadeira
pélvica tem um espinho e cinco raios ramificados e a nadadeira anal possui trés
espinhos e oitoraios ramificados nos espécimes adultos e dois espinhos e nove
raios ramificados em individuos menores que 30 mm de comprimento padrdo. As
nadadeiras dorsal e anal podem ser ou ndo cobertas na porcao basal por pequenas
escamas. Presenca de 29 a 39 escamas na série transversal e de 17 a 20 escamas
no pedunculo caudal. Possui 24 ou 25 vértebras. O primeiro arco branquial tem de
22 a 80 rastros (numero aumenta com aumento do comprimento padrédo) (MENEZES
et al., 2010).
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Figura 1 Espécie M.
LizaFonte: PEIXE
BR, 2020.

Segundo o diagndstico publicado pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) e
Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) em 2018, a producdo nacional de M. liza
apresentou uma média anual del11.092 toneladas (t). As regides Norte e Nordeste
do pais foram responsaveis por 56 a 60% dos desembarques de Mugilideos entre o
periodo de 2018 a 2020, entretanto os dados séo relativos a familia Mugilidae,
enquanto que o Sul e Sudeste contribuiram de 40 a 44 % do total, somente com a
captura de M. liza. Essa espécie esta entre as nove principais espécies de peixes
capturados pela pesca extrativa no Brasil (MPA, 2021).

A tainha Mugil liza Valenciennes, 1836, passa uma parte do seu ciclo de vida
em estuarios, migrando para o mar durante periodos de desova (MPA, 2015). Ela
esta distribuida desde Bermudas, passando pelo sul da Florida, e em todo mar do
caribe até o sul da Argentina (BERLETTA; DANTAS, 2016). A pesca da tainha é
realizada por meio de tarrafas, redes de emalhar e redes de cerco, sendo esta ultima
a mais comum (PROSSER, 2016).

A pesca artesanal € uma tradicdo em varias regides brasileiras, sendo sua
captura em frotas comercias secundaria. Usualmente sua captura aumenta no
periodo reprodutivo, entre os meses de abril e agosto, quando migram para mar

aberto para desovar.

2.4. Recuperacéo de biocompostos a partir de subprodutos de peixe

As industrias de processamento de peixe geram cerca de 50 a 80% de
subprodutos de pescados durante inimeros estagios do processamento. Processos
como filetagem, conservas, congelamento e producao de alimentos a base de peixe,
tém aumentado a quantidade de subprodutos que muitas vezes sdo descartados ou
usados como ingredientes de baixo valor na alimentagao animal (SILA; BOUGATEF,
2016).

Quando descartados, esses subprodutos sao depositados em aterros,

gueimados ou despejados em corpos d'dgua causando sérios danos ambientais
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problemas (OZOGUL et al.,, 2021), devido a grandes quantidades de nitratos e

fosfatos presentes em sua composicdo que destréi a vida aquatica reduzindo os
niveis de oxigénio dissolvido (VAZQUEZ et al., 2019). Desta forma, a disposicéo
destes produtos tem grande impacto no meio ambiente, afetando o ecossistema
terrestre e aquatico (SILA; BOUGATEF, 2016).

Subprodutos do pescado sdo as matérias-primas que ndo sao utilizadas no
processamento de pescado a nivel industrial, seja da pesca ou aquicultura. Apenas
40 a 60% do pescado € utilizado no produto primario, sendo o restante desperdicado
ou subutilizado (VAZQUEZ et al., 2019). Essa quantidade de subprodutos de
pescado é afetada pela espécie, tamanho do peixe, estacdo do ano e zona de pesca
(VILLAMIL; VAQUIRO; SOLANILLA, 2017). Sdo considerados subproduto
nadadeira, branquias, espinha dorsal, abas da barriga, cabeca, figado, pele, ovas,
visceras e outro. As visceras sao a maior quantidade de subprodutos do
processamento de pescado que ocupa 12-18% do peso do pescado inteiro. Os
demais subprodutos como cabecas, pele, 0ssos e escamas correspondem a 9—
12%, 1-3%, 9-15% e 5%, respectivamente, ao peso corporal do peixe inteiro
(MARTI-QUIJAL et al., 2020; VAZQUEZ et al., 2019).

A utilizacdo desses subprodutos do processamento de peixes € uma

importante oportunidade para sustentar o meio ambiente. De acordo com 0 cenario

atual, a estratégia de utilizacdo destes inclui a recuperacdo de produtos que séo
potenciais fontes de macromoléculas com importantes propriedades funcionais.
Esses compostos valiosos podem ser extraidos e purificados, a fim de agregar valor
a mercados especificos, como por exemplo, ingredientes para indastrias
alimenticias.

Recentemente varios estudos exploraram o0s valores agregados de
subprodutos de pescado para a agricultura, na producdo de fertilizante/silagem,
composto, pesticida; biocombustivel; racdo animal, como farinha, 6leo, proteina,
silagem, minerais; nutricdo ou suplementos, como Oleos, proteinas, minerais e
aminoacidos; alimentacdo humana, na producdo de gelatina, caldo de peixe, molho
de peixe, 6leo de figado; e produtos farmacéuticos, como acidos 6mega-3, célcio,
condroitina, colageno, peptideos bioativo (FRIEDMAN et al., 2022; AL-ABADI; AL-
TEMIMI, 2021; BADOEI-DALFARD; MONEMI; HASSANSHAHIAN, 2022; ZHANG et
al., 2022) (Tabela 1).
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Dentre os compostos biolégicos com possivel aplicacdo industrial destacam-
se as enzimas digestivas recuperadas de varias espécies de peixes, incluindo
espécies de aguas profundas, demersais, pelagicos e de agua doce. Visceras de
peixe, tais como intestino, baco, figado e pancreas, tem sido utilizada para obter
compostos utilizando técnicas em escala laboratorial. As enzimas digestivas
presentes no intestino, no pancreas e no figado podem ser extraidas, purificadas e
recuperadas para aplicacdo em industrias alimenticias (MARTI-QUIJAL et al., 2020).

As proteases sd0o as enzimas mais comuns presentes nestes Orgaos, sédo
enzimas polifuncionais capazes de catalisar e hidrolisar proteinas complexas. No
entanto, as enzimas atualmente disponivel e comercializada sdo de origem
microbiana, com altos custos de producdo e patogenicidade em algumas cepas,
sendo esses fatores impulsionadores para estudos com fontes alternativas, néo
microbianas, visando uso biotecnoldgico, trazendo uma nova visdo para a industria
pesqueira mundial (SILVA et al., 2020).

Enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases pertencem ao grupo das
hidrolases as quais tém em comum o envolvimento da a&gua na formacdo do
produto. As proteases catalisam a reacao de hidrdlise das ligacGes peptidicas das
proteinas, ocorrendo a transferéncia de componentes do substrato para a 4gua. Ou
seja, as enzimas proteoliticas catalisam a quebra das ligagcbes peptidicas em
proteinas. Estas enzimas constituem uma grande familia (EC 3.4), dividida em
endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopeptidades (EC 3.4.11-19), de
acordo com a posicdo da ligacdo peptidica a ser clivada na cadeia (PAL; SURESH,
2016).

A lista completa de enzimas isoladas e caracterizadas de peixes foram
revistas sendo elas predominantemente pepsina, gastrina, tripsina, quimotripsina,
colagenase, elastase, carboxipeptidase e carboxilesterase e a sua atividade
catalitica pode variar dependendo do oOrgado e da espécie de peixe na qual foi
recuperada (COPOLLA et al., 2021). As colagenases (EC 3.4.24.x) séo destacadas
pela sua capacidade de clivar a tripla hélice do colageno, uma proteina fibrosa que
compde a matriz extracelular, liberando fragmentos peptidicos de colageno (FIGURA
2).
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COLAGENO

Degradagédo por colagenases

Fibras de colageno degradadas

Peptideos e aminoacidos

Figura 2 Degradacao do colageno por acéo de enzimas colagenoliticas.
Fonte: Bhagwata; Dandge, 2018, com adaptacgdes.

As colagenases séo divididas em dois grupos: a) colagenases verdadeiras,
aquelas metalo-proteinasese que necessitam de zinco (Zn+2) como cofator
enzimatico; e b) colagenases falsas, as serino-proteinases que tem o0s ions
divalentes, como o calcio (Ca+2) como cofator, também designadas de proteases
ou enzimas com propriedades colagenoliticas. Ambas com caracteristicas
favoraveis para aplicacdo na industria de alimentos, de racgdo, biofarmacéuticas,
nutracéuticas e cosmeticos.

As enzimas que fazem parte do grupo de serino-proteases, as que
apresentam propriedades colagenoliticas, tém atraido cada vez mais a atencdo do
mercado de enzimas devido as suas caracteristicas fisico quimicas, como
resisténcia a altas temperaturas e a variagcdes do pH do meio. Para a maioria das
espécies aquaticas, o pH fisiologico situa-se numa faixa entre 6,0 e 8,0 tendo sido
amplamente reportadas para espécies aquaticas de peixes teledsteos, crustaceos e
esponjas, variando entre 5,0 a 10,0, a escala de recuperacdo de atividade
(COPOLLA et al., 2021).

A temperatura € um fator limitador para proteases menos sensiveis e funciona
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como ativador de proteases que convertem procolagenases. As colagenases
isoladas a partir de subprodutos de peixes marinhos tém evidenciado atividade em
uma faixa de temperaturas, dependendo do tecido e das espécies das quais elas
foram isoladas, embora a faixa relatada até entdo estejaentre temperaturas 20°C
e 60°C. Conhecer as caracteristicas fisico quimicas das enzimas facilita seu
emprego biotecnoldgico, assim como também, colabora com a determinacdo dos
métodos de pré-purificacdo e purificacdo de enzimas que nao danifiguem esses
compostos em nivel de escala nivel industrial.

Colagenases foram isoladas de visceras de varias espécies de peixes tanto
em habitats frios, como robalo-branco (Centropomus undecimalis) (SILVA et al.,
2021), peixe serra (Scomberomorus sierra) (FIMBRES-ROMERO et al., 2021), truta
arco-iris (Oncorhynchus Mykiss) (ANDEVARI et al., 2019), e peixes de agua quente
tucunaré (Cichla ocellaris) (OLIVEIRA et al., 2021), peixe panga (Pangasius sutchi)
(SAHIMI; NORMAH, 2021). A recuperacdo de enzimas proteoliticas enzimas de
subprodutos da pesca podem, portanto, contribuir para a producdo de novas
proteinases de baixo custo para aplicacao industrial e simultaneamente para resolver
0s problemas de gestdo das devolucdes da pesca. A extracdo e purificacdo de
enzimas proteoliticas de visceras de peixes sdo geralmente realizadas por varias
técnicas de separacdo, como precipitacdo salina e organica, cromatografia, ou

separacao de fases por um sistema aquoso de duas fases.

2.5. Particionamento de enzimas usando sistema de duas fases aquosas

O sistema de duas fases aquosas (SDFA) é um método caracterizado como
um sistema de fracionamento envolvendo uma composi¢do liquido-liquido e,
reconhecido como um método muito simples e de facil execucdo, de abordagem
eficiente para purificagcdo e recuperacdo de ampla gama de biomoléculas, em
especial as enzimas. O SDFA tem a vantagem de ser um método econdémico e

bastante promissor, jA que se podem estudar em uma Unica



22

etapa, caracteristicas como a concentracdo e purificagdo parcial da molécula em
guestao (KARAKUS et al., 2018).

Geralmente, os SDFA sao compostos de solu¢do aquosa de dois polimeros
incompativeis e polimero/sais. Quando a concentragdo destes componentes
aumento acima de um determinado valor critico ocorre a formagédo de duas fases
(KARAKUS et al., 2018). O primeiro sistema PEG/sal a ser utilizado pela industria foi
0 sistema composto por PEG/fosfato. Além de fosfato, outros sais como sulfatos e
citratos, podem ser empregados em sistema de duas fases aquosas (YUZUGULLU;
DUMAN, 2015).

O SDFA é formado pela mistura de dois polimeros hidréfilos ou um polimero e
um sal, em determinadas concentracbes (KARAKUS et al.,, 2018). Apdés a
homogeneizacédo, cada componente do sistema € concentrado em uma das fases,
favorecendo, deste modo, a particdo de biomoléculas, tais como proteinas, células,
fragmentos celulares ou &cidos nucléicos. A estratégia basica de separacdo em
SDFA baseia-se na predominante particdo da molécula de interesse para uma das
fases do sistema e as contaminantes para a fase oposta (KARAKUS et al., 2018).

Neste sistema, as proteinas sédo divididas entre as duas fases com um
coeficiente de particdo que pode ser modificado se as condicbes experimentais do
meio como pH, sais, forga idnica e outros, forem alterados. O polietileno glicol (PEG)
€ um polimero vastamente utilizadoem SDFA por ser uma molécula inerte e de carga
neutra que dificilmente desnatura proteinas (YUZUGULLU; DUMAN, 2015).

O sal citrato de sodio também é um composto desejavel para formar o
sistema de duas fases, pois ele é atoxico para humanos e biodegradavel quando
presente em rios, lagos e solo. No SDFA, geralmente quase todas as biomoléculas
menores tendem migrar para a fase inferior (fase sal) que é mais polar.
Considerando que as proteinas permanecem na fase superior (fase PEG) menos
polar, esta ndo € a ideal para a recuperacao de proteinas. A fase polimérica requer
etapas adicionais como ultrafiltracdo e cromatografia que aumentaria o custo do
processo.

Os mecanismos que regem a particdo de biomoléculas em um determinado
SDFA ainda nédo séo totalmente compreendidos. Em geral, o particionamento de
proteina é impulsionado por Van der Waals, ligacdo de hidrogénio, hidrofébicas e

ibnicas, interacdes entre as biomoléculas e a fase circundante. Portanto, varias
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condi¢cdes podem influenciar a particdo das macromoléculas, tais como: tamanho,
carga, hidrofobicidade da molécula; concentracdo e massa molar do polimero; tipo e
concentracao do sal utilizado; e, por fim, o pH.

Embora existam varios métodos disponiveis para a purificacdo de
biomoléculas, estes sdo por vezes considerados onerosos e de etapas complexas
gue resultam em perdas na recuperacao dos produtos biolégicos. Por consequéncia,
0 interesse em técnicas mais economicamente viaveis, como SDFA, e com menor
namero de etapas tem se tornado cada vez mais atraente no tratamento de
biomoléculas com aplicacao industrial, como as enzimas.

Em estudo com espécie de tucunaré (C. ocellaris), Oliveira et al. (2020)
obtiveram purificacdo parcial maior do que 100%, das proteases colagenoliticas de
residuos descartados pela industria pesqueira; semipurificacdo similar foi relatada
por Silva et al. (2020) ao recuperarem enzimas colagenoliticas de robalo-flexa
(Centropomus undecimalis), concluindo que essas técnicas de semipurificacdo no
que diz respeito ao baixo custo de extracdo e purificacdo, é um sistema eficaz para
aplicacdo em matérias-primas pesqueira para aproveitamento dos residuos de seu

processamento para a industria.

2.6. Aplicacdes biotecnoldgicas de proteases de subprodutos de peixe

Atualmente a industria utiliza métodos enzimaticos para o desenvolvimento de
processos para elaboracdo de produtos para consumo humano, aproximadamente
60% do mercado total de enzimas envolve o uso de proteases (SAWANT,
NAGENDRAN, 2014). As vantagens do uso de enzimas recuperadas de
subprodutos de peixe ja foram descritas, sendo elas 0s baixos custos e a garantia de
melhor controle dos processos utilizados (OLIVEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2019). O processo de extracdo/obtencéo e as aplicagbes industriais de colagenases
ou de proteases com propriedades colagenoliticas estdo descritas na figura 3.
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Figura 3 Etapas para obtengdo/extracédo de colagenase a partir de visceras de peixes.
Fonte: OLIVEIRA et al. (2017). Criada no software lucidchart.com

As proteases podem ser aplicadas em alimentos, produtos farmacéuticos e
processos de producdo de cosméticos devido ao grande potencial catalitico. Além
disso, algumas enzimas tém propriedades curativas ou podem ser usadas como
agentes terapéuticos em patologias nas quais a atividade da enzima endogena é
reduzida. Na Tabela 2 estdo demonstradas as potencias aplicacdes de enzimas
derivadas de subprodutos de peixes.



Tabela 1. Potenciais aplicacdes de enzimas extraidas de subprodutos de peixe

ENZIMAS INDUSTRIA

Farmacéutica Cosméticos

Laticinios

PEPSINA Pesqueira

Beneficiamento do Couro

Alimenticia
Laticinios
TRIPSINA
Farmacéutica
QUIMIOTRIPSINA Processamento de alimentos

APLICACAO

Extracdo de colageno, agentes terapéuticos,
hidrolisado de peixe, e producéo de peptideos
bioativos.

Producao de queijos.

Silagem de peixe, producao de caviar,
desincrustacéao de peixe.

Remocéao de pele e residuos teciduais.

Producao de flavonoides de frutos do mar,
extracao de caroteno, proteina, molho de peixe.

Producéo de queijo.

Agentes terapéuticos, cicatrizacao de feridas,
medicina veterinaria.

Amaciar a carne, melhorar o valor nutricional
dos alimentos, producao de hidrolisado de
proteina.
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COLAGENASE

LIPASE

QUITINASE

Pesqueira
Laticinios
Beneficiamento de couro

Detergente

Pesqueira

Processamento de alimentos

Detergente

Alimentos

Farmacéutica e Nutracéutica

Remocéao de proteinas 6sseas
Producéo de queijos
Remocéo de pelo e tecidos

Agente descontaminante, agente de limpeza

Descascamento e amaciamento de lulas,
processamento de surimi, maturacao de peixe,
producéo de hidrolisados de proteinas

Estabilizante e clarificante

Agente de limpeza
Intensificador de sabores

Producéo de quitina e oligbmeros de quitosana,
Producéo de glucosamina.
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O beneficio da utilizagdo industrial dessas enzimas esta em sua efetividade
durante os processos, menor custo e caracteristicas fisico quimicas como: atividade
em baixa temperatura e alta pressdo, ddo a essas potencialidades para seres

usadas como uma alternativa competitiva para enzimas tradicionais.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Particionar proteases obtidas dos residuos de tainha (Mugil liza) utilizando
sistema de duas fases aquosas, visando sua aplicagdo na producédo de peptideos de
colageno.

3.2 Objetivos especificos

Realizar uma selecdo de residuos de tainha (M. liza) com potencial para
fornecer proteases de interesse biotecnoldgico;

Extrair proteases de visceras digestivas de tainha (M. liza) visando sua
obtencao para fins industriais;

Particionar as proteases obtidas das visceras digestivas de tainha (M. liza)
utilizando sistema de duas fases aquosas (PEG/Citrato);

Realizar uma revisdo integrativa a respeito do potencial biotecnolégico dos
residuos do processamento de peixes Neotropicais com potencial para fornecimento

de biomoléculas proteicas.
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RESUMO

As enzimas extraidas de visceras tém vantagens técnicas sobre as quimicas e tém
amplas aplicagbes industriais, principalmente, em medicamentos, cosméticos,
alimentos, téxteis e alimentacdo animal, devido a sua propriedade de alta
atividade em uma ampla faixa de pH e em diferentes temperaturas. Varias
técnicas de recuperacdo,identificacdo e purificacdo de enzimas capazes clivar as
ligacbes peptidicas das moléculas de colageno e subsequentemente degrada-las
em pequenos peptideos a partir desses residuos, tem sido utilizadas, como a
técnica de semipurificacdo por sistema de duas fases aquosa (SDFA) que foi
aplicada nos residuo (visceras) negligenciados da Tainha (Mugil liza) para
tratamento de enzimas com atividadecolagenoliticas. O extrato bruto (EB) obtido
a partir das visceras intestinais da Tainha (Mugil liza) apresentou as seguintes
atividades: proteinas totais 1,02 U/mg; atividade colagenolitica: 152,0 U/mg
volumetrica; 161 U/mg de atividade colagenolitica especifica; 7,35 U/mL de atividade
proteolitica/proteasica; e, por fim, 14,2 mg/mL de atividade proteolitica especifica. No
sistema de duas fases aquosa PEG/citrato, de acordo com o planejamento
fatorial 23, utilizando as variaveis Coeficiente de particdo (K),Rendimento (Y), e
Fator de purificacdo (FP) foi possivel observar que osrendimentos da extracdo
(Y) obtidos variaram de 89 a 124,34% e de 242,11 a435,61% para protease e
proteases com atividade colagenolitica, respectivamente.Os resultados mostraram

a vantagem desta técnica de semipurificacdo no que se refere a extracdo e


mailto:analuporto@yahoo.com.br

36

purificacdo de enzimas colagenoliticas com aplicagdo industrial.
Palavras-chaves: residuos; purificagcdo; proteases; colagenases.

ABSTRACT

Enzymes extracted from viscera have technical advantages over chemical ones and
have wide industrial applications, mainly in medicines, cosmetics, food, textiles and
animal feed, due to their high activity property in a wide pH range and at different
temperatures. Several techniques for recovery, identification and purification of
enzymes capable of cleaving the peptide bonds of collagen molecules and
subsequently degrading them into small peptides from these residues have been
used, such as the semipurification technique by aqueous two-phase system (SDFA)
which was applied to neglected mullet (Mugil liza) waste (viscera) for the treatment of
enzymes with collagenolytic activity. The crude extract (EB) obtained from the
intestinal viscera of Mullet (Mugil liza) showed the following activities: total protein
1.02 U/mg; collagenolytic activity: 152.0 U/mg volumetric; 161 U/mg specific
collagenolytic activity; 7.35 U/mL of proteolytic/proteasic activity; and, finally, 14.2
mg/mL of specific proteolytic activity. In the two-phase PEG/citrate aqueous system,
according to the 23 factorial design, using the variables Partition coefficient (K), Yield
(Y), and Purification factor (FP), it was possible to observe that the extraction yields
(Y ) obtained ranged from 89 to 124.34% and from 242.11 to 435.61% for protease
and proteases with collagenolytic activity, respectively. The results showed the
advantage of this semi-purification technique regarding the extraction and purification
of collagenolytic enzymes with industrial application.

Keywords: waste; purification; proteases; collagenases.

1. INTRODUCAO

Cerca de 60% do mercado de enzimas utiliza proteases em suas aplicacoes

comerciais, como tripsina, quimotripsina e colagenase sdo de grande interesse
comercial por apresentarem vantagens técnicas sobre suas analogas sintéticas, com
amplas aplicagbes industriais, principalmente na industria de medicamentos,
cosmeéticos, alimentos, téxteis e alimentacdo animal, devido as suas propriedades
guimicas como alta atividade em uma ampla faixa de pH e em diferentes
temperaturas (SHALABY et al., 2016; RAVEENDRAN et al., 2018).

As colagenases representam um grupo de enzimas que hidrolisam as ligacdes

peptidicas de varios tipos de colageno. ApGs a hidrélise do colageno por colagenase,
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0s peptideos de coldgeno sdo moléculas bioativas formadas que atuam como
(inibidores da ECA), ligantes de minerais, antimicrobianos, imunomoduladores,
citomodulador, antitrombdtico, antioxidante e hipocolesterolémico (HARTMANN e
MEISEL, 2007; ERDMANN et al., 2008). As visceras digestivas de peixes, como
intestinos e cecos sao ricas fontes de enzimas que tém a propriedade de decompor o
coldgeno, tornando-se uma potencial fonte relevante de novos produtos para a
industria e 0 mercado enzimatico.

Assim o sistema bifasico aquoso (ATPS) é utilizado como método néo
cromatografico para extracéo, recuperacao e purificacdo de colagenases, assim como
outras proteases. Sua eficiéncia esta relacionada ao estudo e andlise de seus
componentes a fim de obter um alto fator de purificacdo (PF), rendimento (Y) e
atividade especifica da biomolécula de interesse (NADAR et al., 2018; WANDERLEY
et al.,, 2017). O ATPS pode ser composto por uma variedade de componentes de
solucé@o aquosa, entre os quais dois polimeros imisciveis (geralmente polietilenoglicol-
PEG e dextrano), ou uma mistura de um polimero e um sal (fosfato, sulfato ou citrato)
(SILVA et al., 2018).

A particdo de biomoléculas é influenciada pelo peso, tamanho e concentracdo
do polimero, concentracdo e tipo do sal, temperatura, pH (Baskaran et al., 2018;
Poonsin et al., 2017; Shad et al., 2018), tamanho, interacdes hidrofébicas e
conformacdo da biomolécula alvo; sendo o ultimo parametro considerado o fator
chave (Grilo et al., 2016). Além disso, a extracdo de ATPS apresenta algumas
vantagens peculiares, como rapidez, alta seletividade, otimizagdo e alta taxa de
recuperacado (Shad et al., 2018; Vobecka et al., 2018), baixo custo (Wu et al., 2017),
simplicidade , eficacia na separacdo de biomoléculas de contaminantes (Phong et al.,
2018) e ecologia devido a reciclagem de componentes (Igbal et al., 2016; Soares et
al., 2015). sendo o ultimo parametro considerado o fator chave (Grilo et al., 2016).

Assim a extracdao por ATPS apresenta algumas vantagens peculiares, como
rapidez, alta seletividade, otimizagédo e alta taxa de recuperacdo (Shad et al., 2018;
Vobecka et al., 2018), baixo custo (Wu et al., 2017), simplicidade , eficacia na
separacao de biomoléculas de contaminantes (Phong et al., 2018) e ecologia devido a
reciclagem de componentes (IQBQL et al.,, 2016). Com isso a extracdo de ATPS
apresenta algumas vantagens peculiares, como rapidez, alta seletividade, otimizag&o
e alta taxa de recuperacdo (SHAD et al.,, 2018), baixo custo (WU et al., 2017),
simplicidade , eficacia na separacao de biomoléculas de contaminantes (Phong et al.,
2018) e ecologia devido a reciclagem de componentes (IQBAL et al., 2016; SOARES
et al., 2015).
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Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar a atividade de proteases
colagenoliticas de visceras de Tainha (Mugil liza) e o potencial de purificacdodessas
proteases aplicando o0 sistema aquoso bifasico, visando investigar suas

potencialidades biotecnoldgicas para aplicacéo industrial.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao do residuo

As visceras da Tainha (Mugil lisa) foram obtidas na comunidade pesqueira
localizada no litoral norte de Pernambuco e transportadas para o Laboratério de
Tecnologia de Bioativos (LABTECBIO), situado no deparatmento de Morfologia e

Fisiologia Animal (DMFA/UFRPE) e armazenados a 4°C até posterior producdo do

extrato bruto.

2.2  Obtencéo do extrato bruto (EB)

Os residuos viscerais dos peixes foram pesados e cortados em pedacos
pequenos, apls esse processo o0s tecidos foram macerados. Os tecidos
homogenizados foram entdo homogeneizados com solucédo tampéao Tris-HCI 20mM
com pH 7,8. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4°C e 0

sobrenadante foi coletado.

2.3  Determinacao da concentracdo de proteinas

As concentracdes de proteina de todas as amostras foram determinadas por o

meétodo do acido bicinconinico (BCA) de acordo com Smith et al. (1985).

2.4 Determinacao da atividade proteasica

A atividade da protease foi determinada como descrito por Ginther (1979). Para
essa determinacdo, adicionou-se 0,15 mL do extrato enzimatico e 0,25 mL de
azocaseina (1% (p/v) em tampéao Tris HCI, 0,2 M pH 7,2 e colocou-se em camara
escura por uma hora a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida, apos o

tempo indicado, com 1 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v) e em seguida a
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solugéo foi centrifugada a 12.000 rpm por 20 minutos e temperatura de 4 °C. Foi
feita a leitura por espectrometria com 0,8 mL do sobrenadante pipetado adicionado

de 0,2 mL de NaOH 1,8 N, a absorbancia foi medida a 420 nm contra um branco.

2.2 Determinacao da atividade colagenolitica

As propriedades colagenoliticas foram determinadas de acordo com Oliveira et
al. (2019), usando azocoll como substrato. Uma mistura de reacdo, que contém 5
mg de azocoll, 500ul de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) que continha CaCI2 5 mM e 500pl
de extrato enzimatico, foram incubados a 55°C durante 30 minutos, sob agitacédo
constante e em triplicata. Posteriormente, foram adicionados 200ul de &acido
tricloroacético (TCA) e incubadas para parar a reacdo. Apos 10 min., as amostras
foram centrifugadas (Centrifuga Sorvall Superspeed RC-6, Carolina do Norte, EUA)
a 10.000 x g durante 10 min., a 4°C. A leitura da amostra foi realizada com

espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 520 nm.

2.5 Extracdo de proteases e proteases colagenoliticas por sistemas de
duas fases aquosas (SDFA)

Os sistemas de duas fases aquosas (SDFA) foram preparados a 25+ 1 ° C em
tubos graduados de 15 mL a partir da mistura de uma solucdo concentrada (30%
m/m) de citrato trissoédico e acido citrico pH 7,0, e de solu¢cdes de PEG com
diferentes massas molares para concentracfes finais determinadas de acordo
planejamento fatorial 22 (Tabela 1) consistindo em 8 ensaios experimentais e 3
repeticobes do ponto central, a fim de estimar o erro experimental (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006). O extrato enzimatico (representando 20% do volume
final dos sistemas) foi adicionado aos tubos e posteriormente diferentes volumes de
agua destilada foram adicionados aos sistemas para massa final de 10 g. As
suspensodes obtidas foram homogeneizadas em vortice por 1 min, e mantidas
repouso por 60min para separacao das fases por decantacao.

O volume de cada fase foi medido e as fases superior e inferior foram
separadas e analisadas quanto a concentracdo de proteina e atividades
enzimaticas. Para tal, interferéncia experimental do polimero e do sal foi medida
preparando amostras em branco contendo a mesma composicao de fase, com
adicdo de 20% de agua destilada. A analise estatistica dos resultados foi realizada
por meio do software Statistica 8.0 (Stasoft Inc. 2008), a influéncia das variaveis
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independentes PEG massa molar (MPEG), concentragdo de PEG (CPEG),
concentracdo de citrato de sddio (CCIT) e de suas interacdes sob as variaveis
respostas coeficiente de particdo (K), rendimento de extracdo (Y, %) e fator de

purificacdo (FP) foram determinadas.

Tabela 1. Desenho experimental 23 para particbes de protease e protease

colagenolitica usando PEG-citrato ATPS.

Variables Levels

Low (-1) Central (0) High (+1)
aMPEG (g/mol) 400 3350 8000
PCPEG (% w/w) 20 22 24
cCcit (% w/w) 15 17.5 20

*MPEG = PEG molar mass
PCPEG = PEG concentration
°Ccit = Citrate concentration

2.6 Determinacdo das variaveis respostas do planejamento fatorial 23
(Coeficiente de particédo (K), Rendimento (Y), e Fator de purificacao (FP))

Todos os parametros analisados pés-extracdo da protease e da protease com
atividade colagenolitica, tais como: coeficiente de particdo (K), rendimento de
extracdo (Y) e fator de purificacdo (PF) foram determinados de acordo com
Fernandes et al. 2020.

O coeficiente de particao (K) é definido como a razéo da atividade volumétrica na

fase superior (AT) e na fase inferior (AB) (equacgao 1)

x 1. @ — At
Equacdo 1: K D

O rendimento da atividade (Y, %) foi definido como a razao entre a atividade total
(AT ou B) e o volume (VT ou B) nas fases superior ou inferior para a atividade (ACE)
e o volume (VCE) do extrato bruto e expresso em porcentagem (equacao 2):

At or By ViT or BY + 100

Equacédo2 Y =

AceVee

O fator de purificacao (FP) é definido como a média entre a atividade especifica

da fase superior ou inferior (S(T ou B)) e a atividade especifica do extrato bruto (SCE)
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(equacéo 3).

S oL
Equagio 3: FPp = T8

Sce

Onde S é igual a razdo entre a atividade enzimatica determinada na fase

superior, inferior ou no extrato bruto, e sua respectiva concentracao proteica.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram estatisticamente analisado utilizando o ANOVA, seguido por teste
de Tukey. Diferencas entre os grupos foram aceitos como significativos a um nivel de
confianca de 95% (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto (EB) obtido a partir das visceras intestinais da Tainha (Mugil Liza)
apresentou as seguintes atividades: proteinas totais 1,02 U/mg; atividade colagenolitica:
152,0 U/mg volumetrica; 161 U/mg de atividade colagenolitica especifica; 7,35 U/mL de
atividade proteolitica/proteasica; e, por fim, 14,2 mg/mL de atividade proteolitica
especifica. Esses valores de atividade colagenolitica especifica foram superiores aos
relatados por Nayak et al. (2020) em estudo com peixe-panga (Pangasianodon
hypophthalmus), tilapia (Labeo rohita) e carpa (Cyprinus carpio) onde reportaram
atividades colagenolitica de 29,67, 16,87 e 20,17 (U/ml)

3.1 Extracao de proteases e proteases colagenoliticas por sistemas de duas fases
aquosas (SDFA) PEG/citrato

A matriz do planejamento fatorial 22 para extracdo de proteases e proteases
colagenoliticas (Figura 1) presentes no extrato bruto de Mugil liza por sistemas de
duas fases aquosas SDFA- PEG/Citrato, bem como, os resultados experimentais
das variaveis respostas: coeficiente de particdo (K), rendimento da extragdo (Y) e
fator de purificacdo (FP)sé&o apresentados na Tabela 2. Como pode ser observado,
nos ensaios 1 e 3 formados por PEG com a menor massa molar (400 g/mol) e
concentracéo de citrato 15 % nao houve formacéo de sistemas bifasicos, visto que,
nesses ensaios aconcentracdo do polimero e do sal ficaram abaixo da curva binodal
obtida para PEG 400 g/mol j& descrita por Porto et al. (2007).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116304893#bib29
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Figura 1. Tratamento biotecnoldgico de residuos de Tainha (Mugil liza) pela técnica

do sistema aquoso bifasico ATPS-PEG/Citrato.
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Tabela 2. Matriz de planejamento fatorial completo (2%) com condicdes e resultados

da particdo da protease e da protease colagenolitica.

Matriz Protease Protease
Colagenolitica

Run MPEG CPE Ccit |KP YP (%) FP |KC YC (%) FPC

S (g/moL) G (%) (%)

1 400 20 15 * * * * * *

2 8000 20 15 1.60 83.45 1.45 | 1.77 422.04 0.78

3 400 24 15 * * * * * *

4 8000 24 15 576 121.14 1.45 |2.97 435.61 1.17

5 400 20 20 429 81.00 0.58 |5.30 299.10 1.12

6 8000 20 20 292 67.87 1.18 |3.44 355.68 0.66

7 400 24 20 6.78 121.38 0.78 |4.52 24211 121

8 8000 24 20 3.22 59.00 1.22 {495 378.38 0.59

9 3350 22 17,5 |5.93 12238 1.38 |1.76 344.84 0.89

10 3350 22 175 |6.24 12434 135|238 39155 1.04

11 3350 22 17,5 |5.89 12319 132 191 363.72 1.12

MPEG (g/moL) = Massa molar do Polietileno Glicol (PEG) em g/moL.
CPEG (%) = Concentracdo de PEG

Ccit (%) = Concentragao do citrato

KP= Coeficiente de Particdo da Protease

YPPEG = Rendimento da Protease na fase rica em PEG

FPP = Fator de purificacdo da protease na fase rica em PEG

KC = Coeficiente de Particdo da Colagenase

YcPEG = Rendimento da Colagenase na fase rica em PEG

FPC = Fator de purificagdo da Colagenase na fase rica em PEG

* = Nao houve formacao de fases
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Em todos os ensaios onde houve formacgao de fases as proteases e proteases
colagenoliticas presentes no extrato bruto foram extraidas para fase polimérica dos
sistemas bifasicos (Kp e Kc >1). A andlise estatistica dos resultados obtidos (Tabela
3) mostrou que para o coeficiente de particdo da protease (Kp) todas as variaveis
independentes foram estatisticamente significativas, assim como, as interacdes
entre as variaveis 1x3 (MPEG x Ccit) e 1x2x3 (MPEG x CPEG x Ccit). Sendo mais
proeminente o efeito negativo da interacdo antagonica entre a MPEG e da Ccit
(1x3), indicando que a reducéo da massa molar do polimero simultaneamente com o
aumento na concentracédo do sal favoreceu a particdo da protease para fase rica em
PEG. Em contrapartida, para o coeficiente de particdo obtido para proteases com
atividade colagenolitica (Kc) apenas a variavel independente concentracdo de citrato
(Ccit) foi positivamente significativa para particdo enzimatica, indicando que uma
maior concentracdo de sal favoreceu a particdo enzimatica para fase polimérica.
Este comportamento € conhecido como efeito Salting out, onde o aumento da
concentracdo de sal na fase inferior do sistema diminui a solubilidade das proteinas
nesta fase, direcionando a particdo da biomolécula para a fase oposta (Fernandes et
al., 2020; Da Silva et al., 2017).
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Tabela 3. Efeito calculado das variaveis-respostas da fase superior no planejamento fatorial 23 para a particdo e extracdo da

protease e protease colagenolitica de Mugil lisa por PEG-Citrato ATPS usando ATPS.

Efeitos estimados

Variaveis e interacdes KP YP PFP KC YC PFC

(1) MPEG 4.48* 46.34* 46.43* 3.62 15.80* 2.63

(2) CPEG 12.83* 24.84* 2.83 2.11 -0.31 1.24

(3) CCIT 18.18* 44.75* 10.14* 14.72* 6.28* 4.94*
1x2 3.64 -4.15* -1.88 3.81 1.40 0.69
1x3 -22.68* -100.55* 21.92* -6.74* -10.00* -9.17*
2x3 -2.53 -2.22 2.83 -0.51 -0.72 -1.12
1x2x3 -11.72* -31.21* -1.88 1.19 0.99 -1.66
MPEG = PEG molar mass, PFP = Protease purification factor of top phase.

CPEG = PEG concentration, KC = Partition Coefficient of collagenolytic protease

Ccit = Citrate concentration, YC = Collagenolytic protease activity yield of top phase,
KP = Partition Coefficient of protease PFC = Collagenolytic protease purification factor of top phase.

YP = Protease activity yield of top phase, * Statistically significant at the 95% confidence level, p < 0.05.
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Os rendimentos da extracdo (Y) obtidos variaram de 89 a 124,34% e de
242,11 a 435,61% para protease e proteases com atividade colagenolitica,
respectivamente (Tabela 2). Valores de rendimento de atividade enzimatica
superiores a 100% sao constantemente relatados na literatura em extracoes
utilizando sistemas bifasicos, isto deve-se a possivel remo¢do de contaminantes e
inibidores da atividade para fase oposta ou por alteracdes induzidas pelo PEG no
sitio ativo da enzima favorecendo a atividade enzimatica (SILVA et al., 2020). Desta
forma, vale ressaltar que o SDFA PEG/citrato conferiu um ambiente propicio para
extracdo de enzimas obtidas de Mugil liza principalmente para proteases com
atividade colagenoliticas.

Estatisticamente, ao nivel de confianca de 95%, p<0,05 (Tabela 3), todas as
variaveis independentes foram significativas para o rendimento da atividade
proteasica (YPPEG), e apenas a interacdo de segunda ordem (2x3) entre a CPEG e
Ccit ndo apresentou efeito significativo para esta resposta. A interacdo entre a
MPEG e a Ccit (1x3) apresentou um forte efeito negativo e antagénico (Figura 2), ou
seja, os maiores valores de rendimentos da protease foram obtidos quando houve
uma diminuicdo e um aumento simultdneo da MPEG e da concentragcdo do sal,
respectivamente.

Ja para proteases com atividade colagenoliticas a andlise estatistica dos
resultados de rendimento (YCPEG) mostraram que a variavel independente MPEG
apresentou um forte efeito positivo sob esta resposta, ou seja, um aumento na
massa molar do polimero favoreceu o rendimento da atividade enzimatica na fase
superior do sistema, indicando uma a interacdo entre o polimeroe a enzima. Um
aumento na massa molecular do PEG reduz o volume livre devidoao aumento do
comprimento da cadeia do polimero, geralmente resultando na particdo das
biomoléculas para a fase inferior (efeito do volume excluido) (GOJA et al., 2013).

Todavia, em virtude do aumento da massa molar do PEG ocorre também um
aumento na hidrofobicidade da fase, levando consequentemente a um aumento nas
interacOes hidrofobicas entre o polimero e a proteina alvo, desta forma, enzimas que
apresentam em sua estrutura muitos grupos hidrofobicos, tendem a serem extraidas
na fase superior do sistema. Proteases colagenoliticas possuem em sua estrutura
regibes hidrofébicas que favorecem a sua interagcdo com o PEG, portanto, os
resultados obtidos no presente trabalho corroboram com resultados anteriores para
extracdo dessas enzimas obtidas a partir de diferentes fontes empregando a
mesma técnica de separacao (SILVA et al., 2020; ROSSO et al.,2013).
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Figura 2. Diagrama de interpretacdo geomeétrica da interagdo entre a massa molar de PEG
(MPEG, g/mol) e a concentracéo de citrato (Ccit, % m/m) sob o rendimento da atividade de
protease (YPPEG) extraida de Mugil lisa na fase superior (rica em PEG) do sistema de duas
fases aquosas (SDFA)

Os resultados experimentais do fator de purificacdo obtido para protease
(FPP = 1,45) e para proteases colagenoliticas (FPC = 1,21) (Tabela 1) sao inferiores
aos relatados por Oliveira et al., 2020 quando realizaram a extracdo de proteases
colagenoliticas de tucunaré (Cichla ocellaris) utilizando SDFA (FP = 8,24) e aos
descritos por Silva et al 2020 na extracdo de proteases colagenoliticas obtidas a
partir de residuos de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (FP = 3.91), contudo,
condizem com os resultados obtidos em técnicas de pré-purificacdo e pre-
tratamentos de residuos podendo ser empregada em etapas iniciais do
processamento downstream, dado que, esta técnica pode ser aplicada em curto
tempo, e reduz a chance de modificacdo ou degradacao indesejavel da biomolécula
(Phong et al., 2018).
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O FPP foi significativamente influenciado (nivel de confianca de 95% e
p<0,05) pelas variaveis independentes MPEG e Ccit que apresentaram efeito
positivo, e pela interacdo entre essas duas variaveis (1x3) com efeito significativo e
antagbnico para esta variavel resposta (Tabela 3). Considerando a analise
estatistica realizada para o fator de purificacdo obtido para protease colagenolitica
(PFC) apenas a variavel independente Ccit influenciou positivamente esta resposta.
A interacdo entre a MPEG e a Ccit também teve influéncia negativa e antagbnica
sob o PFC, dado que, o aumento da MPEG e a diminuicdo simultanea da Ccit

favoreceram a purificacdo enzimatica na fase superior do sistema.

4. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel observar que a protease colagenolitica foi extraida e
semi-purificada com sucesso de visceras internas de Tainha, usando o método de
particdo bifasica. Por ser uma técnica rapida e simples quando comparada aos
métodos cromatograficos mais aprimorados, foi possivel comprovar sua viabilidade
para aplicacdo em larga escala em residuos da pesca. Essa técnica de
semipurificacdo foi aplicada nos em todos os residuos intestinais, que demonstrou
ser eficaz para recuperacdo de enzimas com potencial para aplicacdo industrial,
sugerindo também, que esse processo é também eficaz para reduzir o impacto

ambiental que o descarte inadequado desses residuos provocam.
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RESUMO

Os peptideos de colageno de peixe sdo importantes no mercado global de
peptideos de colageno e tem importancia no desenvolvimento de biomateriais que
constituem produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios. As caracteristicas
guimicas e propriedades biolégicas e funcionais desses peptideos, os tornaram uma
ferramenta atraente e flexivel com diversas aplicacfes. As caracteristicas bioldgicas
desses compostos sdo analagas aqueles recuperados de bovinos e suinos, podendo
ser facilmente substituidos. Atualmente, existem varios problemas relacionados ao
manejo adequado de subprodutos de pescado, para o qual a recuperacdo de
biocompostos desses, pode fornecer uma solugéo possivel. Por isso, € pertinente
reunir atualizacdes sobre as possiveis aplicacdes de peeptideos de colageno. Com
isso esta revisdo reune diferentes aspectos do peptideo de colageno, como
classificacdo, propriedades, métodos de preparagdo, e aplicagcbes em diferentes
industrias. Engloba especificamente os peptideos de colagenos aplicados na
industria farmacéutica, de cosmeéticos e de alimentos. Além disso, enfatiza os
aspectos regulatérios do peptideo de coldgeno comercial destacando as
informacdes relacionadas a determinados ingredientes. Abrangendo também
patentes e produtos de peptideos de colageno comerciais existentes com
indicacdes. Esta revisdo traz informacdes sobre peptideos de coladgeno com
aplicacOes industriais abrangendo aspectos essenciais para realizacao de futuras

pesquisa neste campo especifico.
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Palavras chave: residuo de peixe, biotecnologia, peptideos de colageno,

biocompostos.

ABSTRACT

Fish collagen peptides are important in the global collagen peptides market and are
important in the development of biomaterials that constitute pharmaceutical, cosmetic
and food products. The chemical characteristics and biological and functional
properties of these peptides have made them an attractive and flexible tool with diverse
applications. The biological characteristics of these compounds are similar to those
recovered from cattle and swine, and they can be easily substituted. Currently, there
are several problems related to the proper management of fish products, for which the
recovery of biocompounds from these products can provide a possible solution.
Therefore, it is pertinent to gather updates on the possible applications of collagen
peptides. Thus, the objective of this review brings together different aspects of collagen
peptide, such as classification, properties, preparation methods, and applications in
different industries. It specifically encompasses collagen peptides applied in the
pharmaceutical, cosmetics and food industries. In addition, it emphasizes the
regulatory aspects of commercial collagen peptide by highlighting information related to
certain ingredients. Also covering patents and existing commercial collagen peptide
products with indications. This review provides information on collagen peptides with
industrial applications covering essential aspects for future research in this specific
field.

Keywords: fish waste, biotechnology, collagen peptides, biocompounds.
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1. INTRODUCAO

O mercado global de peptideos de colageno foi impulsionado pelo aumento
da conscientizacdo sobre os beneficios destes compostos para a saude. H4A uma
crescente utilizacdo de peptideos de colageno como suplementos alimentares em
alimentos e bebidas, bem como componentes bioativos em cosmeéticos, biomedicina
e produtos farmacéuticos (HONG et al., 2019). Com isso, aumentando a
oportunidade de crescimento para o mercado de peptideos nos proximos anos
podendo atingir a marca de US$ 1.169,5 milhdes de délares até 2027, com uma taxa
de crescimento anual de 8,1% (MARKET, 2020).

Os peptideos de colageno sdo produtos da hidrolise enzimatica ou quimica
de colagenos de origem animal, principalmente de tecidos bovinos e suinos, o que
pode ser motivo de preocupacgdo, especialmente devido a restricdes religiosas
relacionadas a evasdo de alguns produtos animais e a transmissao de doencas
como a encefalopatia espongiforme bovina (BSE). Nesse contexto, o colageno
alternativo tem sido explorado, incluindo aqueles extraidos de peixes pele e
escamas (RAHMAN et al. 2019). Com isso, peptideos de colageno de peixes sao
uma alternativa aos seus homoélogos de mamiferos, pois sdo aceitos por grupos
religiosos e seguros biologicamente.

A indastria de processamento de pescado € responsavel por grandes
guantidade de residuos como barbatanas e escamas, que sao utilizadas producao
de peptideos de colageno, impulsionando o crescimento do mercado de peptideos
de colageno. Os compsotos extraidos de residuos de peixe formam uma classe de
peptideos bioativos com estruturas especificas e atividade biolégica que séo
determinadas a partir da sua composicdo e sequéncia de aminoacidos,
determinando, assim, as suas diversas aplicagcbes como ingrediente funcional nas
industrias (LI et al., 2022; DALIRI et al., 2018).

Recentemente, varios relatos de atividades biolégicas foram descritos,
incluindo atividade anti-hipertensiva (ERDENE et al., 2021), anticoagulante (NASRI
et al.,, 2017), antioxidante (LOU et al., 2022), antimicrobiano (LI et al., 2022),
hipoglicemiante (WU et al., 2022), antitumoral (SONG et al., 2022) e capacidade de
reducdo do colesterol (UDENIGWE; ROUVINEN-WATT, 2015). Estudos tém
fornecido evidéncias adequadas sobre a producdo, otimizacdo, identificacao,
composicao e sequéncia de peptideos bioativos de colageno (ACQUAH et al., 2019;
SEMREEN et al., 2018).

Portanto esta revisdo reune diferentes aspectos do peptideo de colageno,
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como classificagdo, propriedades, métodos de preparacdo, e aplicacdes em
diferentes industrias. Engloba especificamente os peptideos de colagenos aplicados
na industria farmacéutica, de cosmeéticos e de alimentos. Além disso, enfatiza os
aspectos regulatérios do peptideo de colageno comercial destacando as
informacdes relacionadas a determinados ingredientes. Abrangendo também
patentes e produtos de peptideos de colageno comerciais existentes com
indicacbes. Esta revisdo traz informacdes sobre peptideos de coladgeno com
aplicacdes industriais abrangendo aspectos essenciais para realizagcao de futuras
pesquisa neste campo especifico.

1. METODOLOGIA

Para realizacdo desta pesquisa as buscas foram realizadas nas bases de
dados Science Direct e Scopus aplicando as seguintes palavras chaves: Peptideo de
Colageno; Obetencdo de Peptideos de Colageno; Purificacdo de Peptideos;
Caracterizacdo de Peptideos; Aplicacdo Industrial. No periodo de janeiro a junho de
2022 (Tabela 1). Apdés o levantamento bibliografico, dois pesquisadores
independentes analisaram, independentemente, os titulos e resumos dos estudos
selecionados e identificaram os artigos potenciais a serem incluidos nesta reviséo,
analisando os critérios de inclusdo e exclusdo. Os estudos selecionados foram
posteriormente revisados por um terceiro pesquisador, durante a triagem do texto
completo, aqueles que ndo seguiram os critérios de elegibilidade foram excluidos.

Critérios de inclusdo para selecdo dos artigos: Estudos com peptideos de
colageno extraidos de residuos de diferentes espécies de peixe; Estudos relatando a
purificacdo e identificacdo de peptideos de colageno de pescado; Estudos sobre a
aplicacdo do peptideo de colageno de pescado nas diferentes industrias; Os artigos
devem ser escritos em inglés e publicados nos ultimos 5 anos (2017-2022). Critérios
de exclusédo para selecdo dos artigos: Ensaios clinicos, estudos in vitro, estudos in
situ, relatos de casos; Estudos no qual os peptideos de colageno nao foram aplicados
na industria; Estudos com residuos de outras espécies marinhas; Falta de descricéo
de metodologia ou resultados.

O levantamento de patentes foi realizado através da plataforma INPI Instituto
Nacional da Propriedade Industrial) e Google patentes utilizando as palavras chaves:

peptideo de colageno de peixe.
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2. ASPECTOS FiSICO-QUIMICOS E ESTRUTURAIS DO COLAGENO
E SUAS CARACTERISTICAS

O colageno é uma proteina fibrilar, principal componente da matriz
extracelular, presente em diferentes formas de tecidos como o conjuntivo, o tecido
0sseo, cartilagem, tenddo e pele (SONG et al, 2018; FU et al., 2018). O
colageno éformado por fibrilas insolUveis e altamente resistentes que podem induzir
ou regular muitas fungdes e processos estruturais e celulares, como diferenciacao,
movimento, comunicacao e apoptose (YANG et al., 2021; AHMED; VERMA; PATEL,
2020). Até o momento foram identificados 29 tipos diferentes de coldgeno em
humanos, cada um codificado por um gene. No entanto, os varios tipos de colagenos
tém composicbes de aminoacidos diferentes, o que permite realizar funcbes
especificas do corpo. Os principais tipos de colageno séo o tipo | (todos os tecidos e
orgaos), tipo Il (exclusivo para cartilagem), tipo Il (pele, vasos sanguineos e 0rgaos),
tipo IV (membranas basais como sistema de filtracdo) e tipo V (todos os tecidos
como citoesqueleto) (POZZOLINI et al., 2018).

Os colagenos tipo I, Il e Il sdo os mais abundantes e bem investigados
para uso biomédico, como material na engenharia de tecidos, sutura cirargica
absorvivel, preenchimento d&sseo, material osteogénico, agente hemostatico,
imobilizador enzimatico e curativo de queimaduras e/ou feridas (FURTADO et al.,
2022). Na industria farmacéutica, sao transformados em compostos que prolongam
a acdo de drogas (MATSUMOTO et al., 2015; POZZOLINI et al., 2018) e na
engenharia de tecidos, atuam como uma estrutura natural para a reconstrucdo de
tecidos (especialmente tipo 1) (QUIN et al., 2021; CHIE et al., 2022). Essas funcdes
sdo devidas as propriedades do coldgeno como proteina.

O colageno tipo | € o mais enfatizado devido a sua capacidade de formar
fibrilas com comprimento de 300 nm e diametro fibrilar de até 1000nm. Este tipo de
colageno é trimérico [(a1)2B2] e existe naturalmente como uma hélice tripla. Essas
hélices tém repeticdes “Gly-X-Y” (onde X e Y principalmente Pro e Hyp). Assim, a
prolina e hidroxiprolina, comumente conhecidos como iminoacidos, constituem cerca
de 23% do total de proteinas sequéncia, e a estrutura Gly-Pro-Hyp é a forma mais
comum frequentemente baseada (DOMENE; JORGENSEN; ABASSI, 2016;
WAHYUDI et al., 2016).

O colageno foi isolado de varios animais e até mesmo de plantas. A
principal fonte de colageno séo os tecidos de mamiferos. O colageno derivado da

placenta humana e da pele podem ser encontrados comercialmente, a um custo
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mais elevado (RODRIGUEZ et al., 2018). Ao longo dos anos, 0ssos e peles de
bovinos e suinos séo extraidos e aplicados em escala comercial pela indastria. No
entanto, o risco de contaminando por doencas altamente infecciosas e contagiosas
como a Encefalopatia Espongiforme Transmissivel (EET), Encefalopatia
Espongiforme Bovina (BSE- Mad Cow Disease) e Febre Aftosa (FMD) juntamente
com as barreirasreligiosas para o uso de colageno de suinos e bovinos tém gerado
preocupacao (FELICIAN et al., 2018).

Assim, o colageno de origem marinha tem sido utilizado como uma fonte
alternativa segura e atraente em relacdo aos seus analogos terrestres, com baixa
toxicidade, alta biocompatibilidade e baixo risco de doencas transmissiveis
(FELICIAN et al., 2018). A utilizacdo de residuos produzidos no processamento de
pescado para extracdo de colageno, ndo pode ser desconsiderada, pois esta é
praticada em muitos paises como uma solucdo para a demanda crescente de
colageno no mercado e também uma solucdo para a poluicdo do meio ambiente
(COELHO et al., 2017). Estudos recentes demonstram que residuos como pele,
barbatanas, escamas e visceras sdo importantes fontes de colageno com potencial
aplicacdo em diferentes industrias (REATEGUI-PINEDO et al., 2022; CHEN et al.,
2022; SAMIMIAZAD; EHSANI; SHABANI, 2022)

Além dessa extrema diversidade de tecidos e tipos de colageno, é
importante desenvolver um método de extracdo padrdo para todos os tipos de

colageno e suas diferentes fontes.

3. CARACTERIZACAO DE COLAGENO

Os vérios tipos de colageno podem ser isolados de diferentes fontes, como os
residuos de peixe. Em geral, o 0os materiais sdo suspensos em agua destilada fria
por 2-3 dias, cortados em pequenos pedacos (cerca de 1 cm de comprimento), com
troca de agua duas vezes ao dia (12/12 horas). Para isolar o colageno, varios
meétodos tém sido utilizados, como a extracdo com sal, acido e solu¢des enzimaticas
(BAI; WEI; REN, 2017; TAN; CHANG, 2018; ARUMUGAM et al., 2018).

O meétodo de precipitagcdo em sal foi um dos os procedimentos de extracao
de colageno baseados no tratamento de pecas com soluc¢des salinas neutras. A partir
deste processo o colageno é isolado e a concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) é
aumentada gradualmente. O sobrenadante, contendo a fracdo de colageno soluvel
em sal, pode ser dialisado (IDEIA et al., 2020). Quando se trata de isolamento, o

meétodo utilizando acido, € também comumente utilizado e baseia-se na extracdo de
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colageno de subprodutos com Acido organico. ApOs este processo, 0 sobrenadante
contendo fracdo de colageno soluvel em &acido, pode ser como no método do sal
(SOUSA et al., 2020).

O método de isolamento enzimatico € baseado na extracdo de colageno
com um acido organico na presenca de pepsina. Os sobrenadantes das solucdes
extraidos sdo salgados com NaCl, e o precipitado obtido (conteaddo em colageno
puro) é dissolvido em &cido acético. Em seguida, a solucao foi dialisada em solucéo
de fosfato de sodio (Na2HPO4) (ARUMUGAM et al., 2018). Segundo Arumugam et al.
(2018) depois de ter testado varios procedimentos de isolamento de colageno,notou-
se que o a eficiéncia da extracdo do sal basico é baixa. Além disso, a capacidade de
solubilizag@o pode ser obtida aumentando a concentragdo de sal, 0 que aumentara o
poder ibnico da solucdo obtido. No entanto, em tecidos normais, a proporcdo de
colageno soltvel em sal neutro geralmente é sem importancia, entdo orendimento
final € muito baixo.

O método alternativo utilizado para garantir a extracdo € baseado na
solubilizacdo com acido orgéanico diluido acido acético ou acido citrico usado como
solvente o acido acético na presenca de EDTA, que inibe efetivamente a
degradacdo do tecido (OSLAN et al.,, 2022). Claramente, em comparacdo, este
método tem uma maior capacidade de solubilizar o colageno do que a extracédo de sal
neutro, mas ainda € limitada a jovens coldgeno néo reticulado (SCHMIDT et al.,
2016).

4. PEPTIDEOS DE COLAGENO

Peptideo de colageno consiste em uma pequena cadeia de peptideos com 2-
20 residuos de amino&cidos obtidos apds hidrélise do colageno. E consenso que 0s
peptideos de colageno, especialmente, os tripeptideos apresentam melhores
propriedades fisicas, quimicas e funcionais do que o colageno. Estudos mostraram
gue a biodisponibilidade do colageno € de cerca de 50% in vivo, devido ao seu baixo
peso molecular facilitando a absor¢cdo desses compostos (WANG et al., 2015).
Devido a essa biodisponibilidade, os peptideos apresentam efeitos benéficos sobre
0 sistema gastrointestinal, cardiovascular, imunolégico e nervoso, bem como outros
biomarcadores associados a gestdo da saude humana (ACQUAH et al.,, 2019;
KLEEKAYAI et al., 2020).
Os peptideos de colageno sdo compostos formados por 2 a 20 aminoacidos
em sequéncias que séo liberados do colageno de origem através de mecanismos

como hidrolises, com possiveis atividades biolégicas. Varios métodos de extracao
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sdo utilizados para liberar peptideos bioativos da proteina original, e estes incluem
hidrolise acida; hidrdlise enzimética: usando enzimas para hidrolisar o0s
subprodutos de peixe; e 0 método de fermentacdo: usando microorganismos como
fonte de enzimas (Huang et al. 2015).

Com base nas publicacbes analisadas relacionadas aos beneficios para a
induUstria acima citadas, a analise foi conduzida separadamente usando palavras-
chave como peptideos de peixe com atividade antimicrobiana, peptideos de peixe
com atividade antioxidantes, peptideos de peixe com atividade anti-hipertensivos,
peptideos de peixe com funcdo antidiabéticos e peptideos de peixe com funcao

anticancer.

5. FONTES DE PEPTIDEOS DE PEIXE

Os peptideos podem ser recuperados de trés componentes principais de
peixes: musculo (carne), pele e residuos (que incluem cabeca, aparas, cartilagem,
barbatanas, ossos, visceras e ovas) (BUI et al., 2020). Os musculos de algumas
espécies possuem componentes ricos em biocompostos, como proteinas, colageno,
gelatina e acidos poli-insaturados, que devido a sua sensibilidade a oxidacdo tem
seu valor limitado, por serem desagradaveis para o consumo e consequentemente
para industria, sendo processados em produtos de baixo valor de mercado como
racao e farinhas de peixe (NAVARRO-PERAZA et al., 2020; PRABHA et al., 2019).

O musculo de peixe € utilizado para extrair peptideos de colageno e ha
numerosos estudos sobre a producdo desses compostos usando esta fonte, como
exemplo peixe sarda oriental (Striped bonito) (BUI et al., 2020); peixe serra
(Scomberomorus sierra) (FIMBRES-ROMERO et al.,, 2021); enguia (Muraenesox
cinereus Forsskal, 1775); enguia europeia (Anguilla anguilla) (CAO; SHI; WENG,
2019). A pele e os demais residuos de peixes sdo subprodutos do processamento
gue sdo geralmente eliminados, no entanto, a conversado desses produtos ricos em
peptideos permite a elaboragdo de produtos alimenticios de alto valor (CARUSO,
2015), como os peptideos produzidos de pele das espécies carpa mrigal (Cirrhinus
mrigala) (MAHBOOB, (2015); peixe largato (Saurida spp.) (WANGTUEAI et al., 2016);
peixe polaca do Alasca (Gadus chalcogrammus) (SUN et al., 2021); Bacalhau-do-
Pacifico (Gadus macrocephalus) (NGO et al., 2016).

Além da pele e do musculo, estudos com outros subprodutos de peixes
para aproducédo de peptideos de colageno com funcao bioldgica foram realizados, tais
como carpa rohu (Labeo rohita) (DAS; NAYAKA; DASH, 2021); escama de tilapia
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vermelha (Oreochromis sp.) (SIERRA et al., 2021); de carpa do sul da Asia (Catla
catla), carpa comum (Cyprinus carpio), curimd (Mugil cephalus), carpa mrigal
(Cirrhinus mrigala) (HARIKRISHNA et al., 2017); ossos de peixe carpa prateada
(Hypophthalmichthys molitrix). Na Tabela 1 estdo descritos estudos que demonstram
a combinacdo dos diferentes processos tecnoldgicos para obtencdo de peptideos de

colageno de peixe com aplicacao bioldgica.

6. METODOS BIOTECNOLOGICOS DE PRODUCAO DE PEPTIDEOS

As técnicas aplicadas na producdo de peptideos de colageno a partir de
residuos de peixe é uma questdo importante para definir sua aplicacéo industrial. A
aplicacdo de tecnologias adequadas de recuperacdo desses compostos visa
aumentar o rendimento e a bioatividade dos peptideos. Assim, a producdo de
peptideos de colageno envolve a identificacdo de fontes de proteina adequadas e a
selecdo de métodos de extracdo e purificacdo apropriados (WANG et al., 2017).
Recentemente vérias técnicas de producdo de peptideos foram desenvolvidas
como fermentacéo, hidrolise enzimética e hidrolise quimica (WANG et al., 2017). A
hidrolise enzimatica € uma das técnicas mais utilizadas quando o objetivo é
produzir peptideos em larga escala com atividades especificas (ARUMUGAM et al.,
2018; DALIRI et al., 2018). Como demonstrado na tabela.

Devido a estrutura helicoidal tripla dos colagenos, eles séo resistentes as
proteases comuns, mas podem ser facilmente clivados pela acdo especifica da
enzima colagenase (PAL; SURESH, 2016). As colagenases (EC 3.4.24.7) sao
encontradas predominantemente em vérias fontes como animais, plantas e
microrganismos que diferem nas especificidades do substrato. As colagenases
constituem um grupo de enzimas que hidrolisam as ligacdes peptidicas de varios
tipos de colageno, a proteina mais abundante em mamiferos, em condi¢cbes 6timas
de pH e temperatura in vivo e in vitro (BHAGWATA; DANDGE, 2018; SONG et al.,
2021; LIU et al., 2021).

Estudos tém demonstrado que residuos de organismos marinhos, como as
visceras de peixe, pode ser uma excelente fonte de enzimas colagenoliticas,
evitando o desperdicio por parte da industria de processamento pesqueiro (HALIM
etal.,, 2016; COPPOLA et al.,, 2021). O uso de visceras de peixe traz uma
vantagem sobre as enzimas comerciais, uma vez que 0S custos de producéo
podem ser bastante reduzidos e podem ser aplicadas para os mesmos fins por
diferentesindustrias de processamento (OLIVEIRA et al., 2017).

As enzimas hidroliticas, obtidas a partir de residuos de pescados, sao
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capazes clivar as ligacbes peptidicas das moléculas de coldgeno e
subsequentemente degrada-las em pequenos peptideos. As proteases podem ser
classificadas de acordo com a sua capacidade de clivar ligacdes peptidicas, em
exopeptidases, que hidrolisam ligagbes peptidicas préximas ao terminal amino
(aminopeptidases) ou carboxipeptidases, enquanto as endopeptidases clivam
ligacbes peptidicas distantes das extremidades aminoterminal e carboxiterminal;
assim como também, podem ser classificadas com base no intervalo de pH da sua
atividade Otima em enzimas acidas, neutras e alcalinas (CEULEERS et al., 2016).

No entanto, ao longo dos anos métodos de obtencéo de peptideos de colageno tem

sido desenvovido, com tecnicas aprimoradas, como demonstrado na tebela 3.



Tabela 1. Métodos de recuperacédo de diferentes subprodutos de peixe de diferentes espécies
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Subproduto  Espécie Nome vulgar Tipo de extracdo Tipo de Aplicagao Autor
colageno
Pele Tetraodontidae Baiacu Acida Tipo | Industria de WANG et al. (2018)
alimentos
Pele Mylopharyngodon Carpa preta Enzimatica - Antioxidante YAN et al. (2020)
piceus
Pele Siluriformes Bagre Acida Tipo | WANG et al. (2018)
Pele Oreochromis niloticus  Tilapia do Nilo Acida/ Tipo | JHANG et al.
enziméatica (2016); CHEN et al.
(2016)
Pele Labeo rohita Carpa Rohu Acida Tipo | Farrmacética RAMANATHAN et
al. (2017)
Pele Cyprinus carpio Carpa-comum Acida - Farmaceutica DUAN et al. (2018)
Pele Ictalurus punctatus Bagre americano  Acida/ Tipo | Industria de ZHANG et al. (2019)
Enzimatica alimentos
Pele Centropomus Robalo Enzimatica - Cosméticos SINTHUSAMRAN;
Undecimalis BENJAKU;
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NILSUWAN et al.
(2022)

DUAN et al. (2018)
NAGAI et al. (2016)
CHEN et al. (2019)

WHEI et al. (2022)

SIERRA et al. (2021)

ZHANG et al. (2019)

SIVARAVAM;
SHANTHI (2021)

SANCHES et al.
(2018)

WU et al. (2022)

LEE et al. (2022)
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Pele H. Molitrix Carpa Enzimética - Suplementagéo TIAN; LI; LI (2021)
oral
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7. HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise enzimatica € um método rapido, seguro e facilmente controlado de
producdo de peptideos de colageno. Esse € um método comumente utilizado para
melhorar as propriedades biolégicas e funcionais da proteina e de seus peptideos
(LUNA-VITAL et al., 2015). As proteases comerciais utilizadas para a producao de
peptideos de colageno de peixe podem ser de diferentes fontes como microbianas
(a exemplo flavourzyme, alcalase, neutrase, umamizyme, protamex); vegetais
(exemplo bromelaina, ficina, papaina); e fontes animais (como tripsina, pepsina,
guimiotripsina). A bioatividade dos peptideos hidrolisados enzimaticamente depende
de varios fatores, incluindo tipo de proteina, pré-tratamentos, especificidade
enzimatica e condi¢cBes de hidrolise (pH, tempo, temperatura, relacdo solido-liquido,
relacdo enzima-substrato).

A especificidade da enzima é determinada pela sequéncia de aminoacidos em
torno da ligacdo peptidica a ser hidrolisada. As condicdes de hidrolise e
especificidade da enzima impactam na sequéncia de amino&cidos e no tamanho dos
peptideos produzidos. Alteracbes nas condicdes da hidrélise enzimatica e
guantidade de enzimas no processo resultam em na producdo de peptideos com
diferentes atividades biolégicas (GAO et al.,, 2020; GAO et a., 2020). Além das
enzimas comerciais, estudos tém relatado a utilizacdo de extratos de enzimas
microbianas brutas, indicando a aplicacédo de novas fontes de protease para produzir
novos peptideos. Muitos métodos de hidrélise enzimatica tém sido utilizados com
sucesso em analises laboratoriais, mas ndo em nivel industrial, em parte devido aos
altos custos das enzimas utilizadas (GAO et al., 2020).

Ishak e Sarbon (2017) otimizaram o processo de hidrélise enzimatica para
produzir peptideos com a funcgéo inibidora da enzima conversora de angiotensina |
(ACE) a partir da proteina da barbatana de peixe cavalinha (Decapterus
Macrosoma). Os fatores como temperatura (40, 50, 60 ° C), tempo (B: 60, 120, 180
min), pH (C: 7, 8, 9) e concentragéo enzima substrato (D: 1, 2, 3%) foram analisados
no rendimento, grau de hidrélise (DH) e atividade inibidora de ACE. As amostras
foram otimizadas usando a metodologia de superficie de resposta (RSM), que
demonstrou boas condicbes para a producdo de peptideos bioativos com alta
atividade inibitoria da ECA.

Do mesmo modo, Nguyen et al. (2021) utilizaram o modelo de metodologia de
superficie de resposta para otimizar as condi¢cdes de hidrolise do coldgeno da pele
do atum amarelo (Thunnus albacares) para maximizar o grau de hidrélise (DH) e a
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eficiéncia de recuperagdo de nitrogénio (NR). Os resultados mostraram que 0S
parametros de hidrolise ideal foram 54,7°C e pH 8 com concentracao de alcalase de
0,034 AU/g por 5,2 horas. Esses resultados sugeriram que os peptideos de colageno
da pele do atum amarelo poderiam ser utilizados na produgcdo de produtos

alimenticios funcionais ou em outras indUstrias relacionadas.

8. HIDROLISE QUIMICA

Neste processo sao utilizadas solu¢des acidas ou alcalinas que hidrolisam as
ligacBes peptidicas entre diferentes grupos de peptideos na sequéncia da proteina.
Especificamente, a hidrolise acida é alcancada utilizando &cido cloridrico ou &cido
sulfarico sob altas temperaturas (121-138 ‘C) e presséo (220-310 mPa) por 2—8 h,
seguido por neutralizacdo para atingir pH de 6-7. O processo de hidrolise alcalina é
conduzido sob baixas temperaturas (27-54 :C) usando varios sais alcalinos, como
hidréxidos de célcio, sodio ou potassio (BAI et al., 2017).

Embora o acido sulfurico seja comumente usado para hidrélise quimica,
estudos com peptideos de colageno de peixe estdo focados principalmente no uso
de acidos, como &cido nitrico, acido fosforico, acido maleico e &cido oxalico (WANG
et al., 2017). Recentemente, o &cido cloridrico € o mais comumente utilizado para

hidrolise quimica desses peptideos, porém, estudo sobre a cinética de liberacédo de
peptideos revelou uma liberacdo mais rapida, sugerindo que o padréo de liberacéo
pode formar uma base para a producao de peptideos (CHEN et al., 2018). No
entanto, a hidrélise acida tem varias desvantagens como alto teor de sédio e perda
de nutrientes, como aminoacidos essenciais, como o triptofano, enquanto os
reagentes alcalinos podem resultar na destruicdo de serina e treonina resultando em
alteracdes nas propriedades funcionais e na geracdo de uma ampla gama de
compostos indesejaveis (BAI et al., 2017).

Porém, ambos compostos, acido cloridrico e hidroxido de sédio, ainda séo
frequentemente usados para hidrélise de proteinas na industria devido a sua
simplicidade e baixo custo (PETROVA; TOLSTOREBROV; EIKEVIK, 2018). Assim, a
hidrolise de proteinas por agentes quimicos nao € indicada por ser um processo
ecologicamente agressivo, pois envolvem produtos quimicos altamente corrosivos,
longo tempo de reacdo, modificagcdo na cadeia de aminoéacidos e alteragBes tanto

quimica quanto nas propriedades funcionais (WANG et al., 2017).



67

9. FERMENTACAO

A fermentacdo € um processo testado ao longo dos tempos e tem sido
empregado na hidrdlise de proteinas e na conservacao de alimentos. Na industria de
alimentos de alimentos, este processo potencializa sabor, textura, propriedades
nutracéuticas dos alimentos, e auxilia na liberacdo de peptideos bioativos,
desenvolvendo as atividades microbiolégicas e enzimaticas do meio. A bioatividade
de varios produtos marinhos como pasta de camardo fermentado tailandés,
subprodutos de camarédo, misso de lula e outros produtos fermentados de peixe, foi
relatada como resultado deste método.

Lopetcharat et al. (2021) rastrearam a presenca de aminoacidos sollveis e de
peptideos isolados de hidrolisados de proteinas de musculo e de amostras viscerais
de peixes. Da mesma forma, Majumdar et al. (2019) confirmaram a presenca de
propriedades microbianas e quimicas em Shidal, um tradicional produto fermentado
de peixe do nordeste da india. Shidal é rico em A&cidos graxos como
eicosapentaendico, docosahexaenoico, araquiddnico, linolénico e acido linoleico
(MAJUMDAR et al., 2019).

A fermentacdo envolve a incubacdo de materiais em um ambiente contendo
tipos especificos de microrganismos (RAVESCHOT et al, 2018). Esses
microrganismos secretam enzimas hidroliticas que metabolizam constituintes
especificos dentro dos materiais iniciais, produzindo assim hidrolisados. Em
materiais ricos em proteinas, esses compostos sao hidrolisados por proteases para
gerar varios tipos de peptideos (LEE et al.,, 2017). Ressaltando que esse € um
processo seguro, verde e econdmico que pode gerar varios peptideos bioativos.

Estudos demonstram a viabilidade da obtencdo de peptideos bioativos de
peixes ou seus subprodutos por fermentacdo, como por exemplo, a producdo de
peptideos com a funcdo de inibicdo da angiotensina (ACE) por fermentacdo da
carne de atum (Thunnus) (WENNO et al., 2016). Em estudo com molho de peixe
fermentado, Lee et al. (2017) obtiveram peptideos com capacidade de reduzir niveis
de colesterol (LEE et al., 2017). Peptideos obtidos a partir da fermentacao de peixes
também tém sido comprovados por apresentar potente atividade antioxidante e
antimicrobiana. Do mesmo modo, Najafian e Babji (2018) obtiveram peptideos de
coldgeno com atividade antioxidante e antimicrobiana a partir de um preparo, extrato
Badu, que tem como base a fermentacdo da pele de anchova (llisha melastoma)
com bactérias de &acido lactico. Com isso, foi demonstrado o potencial de

fermentacao para a producéo de peptideos bioativos.
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10. METODO DE SINTESE

Os peptideos bioativos de coldgeno também podem ser produzidos usando o
método de sintese quimica e recombinacdo genética. A sintese quimica envolve a
preparacdo de peptideos bioativos isolados com uma estrutura e sequéncia de
aminoacidos conhecidas. Em geral, essa abordagem tem sido usada para sintetizar
grandes quantidades de peptideos com alta especificidade, como interferon,
ocitocina, glutationa e peptideo de caseina (WANG et al., 2017).

As abordagens de recombinacdo genética integram um gene especifico na
sequéncia de DNA de outra espécie, que entdo expressa o polipeptideo bioativo
necessario, levando a geracdo de peptideos com altos rendimentos e purezas.
Abordagens de engenharia genética tém sido aplicadas para expressar a sequéncia
de peptideos de lunasina na soja, resultando em soja transgénica que teve melhor
atividade anti-inflamatéria do que a soja do tipo selvagem em um modelo de
macrofagos induzidos pelo LPS (ALVARES et al, 2018). Em outro estudo,
pesquisadores clonaram um peptideo de toxina de escorpido que exibiram atividade
imunossupressora e anti-inflamatoéria (XIAO et al., 2017).

Até o momento, h& poucos exemplos dessas abordagens sendo usadas para
produzir peptideos hidrolisados de pele de peixes. Porém, quando se trata de
peptideos bioativos de peixe, 0 método de sintese é interessante, pois poderiam

criar grandes quantidades puras.

11. SEPARACAO E PURIFICACAO DE PEPTIDEOS BIOATIVOS

A purificacdo de peptideos bioativos € um processo vital para identificacdo
das estruturas e medir a atividade individual desses. Envolve uma série de
processos eficientes de varias etapas com base nas caracteristicas fisicas e
guimicas de peptideos, tais como tamanho molecular, carga, polaridade,
solubilidade e interagbes covalentes ou nao covalentes (AGYEI et al., 2017; AGYEI
et al.,, 2019). Diversos métodos analiticos sdo amplamente utilizados para
purificacdo de peptideos bioativos incluindo sistemas de filtragdo por membrana,
técnicas de cromatografia como cromatografia de afinidade, cromatografia em
coluna de troca idnica (IEC), cromatografia liquida de ultra-alta pressdo (UHPLC),
interacdo hidrofilica de cromatografia liquida (HILIC), cromatografia liquida de alto
desempenho de fase reversa (RP-HPLC) e eletroforese capilar (CE) (AHMED et al.,
2018; ALUKO et al., 2018; GUO et al., 2015).

Além disso, tanto o grau de purificacdo quanto a sequéncia de peptideo pode
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ser confirmada por métodos de espectrometria de massa (MS); matriz assistida a
laser como tempo de voo (MALDI-TOF); espectrometria de massa de
ionizacao/dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-MS); ionizacdo por
eletrospray - espectrometria de massa (ESI-MS); espectrometria de massa por
bombardeio de atomo rapido (FAB-MS) (ABUINE et al., 2019; CHOI et al., 2018).
Recentemente, a espectrometria de massa quadrupolo-tempo-de-voo (Q-TOF MS),
MALDI-TOF e ESI-MS tornaram-se técnicas de caracterizacdo de peptideos e
proteinas bioativas (CHOI et al., 2018).

Das varias técnicas, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS) é frequentemente usada para identificacdo de sequéncias de

peptideos (AHMED et al., 2018). No entanto, as técnicas acima mencionadas tém

suas vantagens e/ou desvantagens com a precisdo dependendo de razdo m/z
(massa para carga), estrutura quimica e sensibilidade de peptideos (CHOI et al.,
2018).

12. SISTEMAS DE SEPARACAO POR MEMBRANA DE FILTRACAO

O processo de separacao por membrana envolve a permeacéo e retencéo da
amostra em um sistema de membrana impulsionado pela diferenca de presséo. Este
€ 0 método mais amplamente utilizado para o isolamento de peptideos bioativos de
fontes alimentares (DLASK; VACLAVIKOV’A, 2018). O processo é movido a pressao
e é dividido em quatro categorias: a) microfiltracdo; b) ultrafiltracéo; c) nanofiltracao;
d) osmose reversa; que sdo baseados no tamanho dos poros da membrana. Destes,
a ultrafiltracdo é o método mais rapido, econémico e ecologicamente correto
(SUWAL et al., 2015) baseado na separacdo de peptideos com limite de peso
molecular especifico (MWCO) (WANG et al., 2017).

Por exemplo, Wang et al. (2017) revisou a aplicagdo de filtragdo por
membrana processo para purificacdo de peptideos de peixe com baixo peso
moléculas (MW) (> 3 a 5 kDa). Em um estudo posterior, Yang et al. (2020) produziu
quatro peptideos inibidores de MAO-A hidrolisados de proteina da pele de Trichiurus
japonicus, purificados por ultrafiltracdo. Das quatro fragbes com peso molecular
MW> 10 kDa, 5-10 kDa, 3-5 kDa e <3 kDa, o ultimo (<3 kDa) mostrou maior
atividade inibitéria da MAO-A. Da mesma forma, usando a técnica de ultrafiltracdo,
varios peptideos bioativos de baixo peso molecular MW foram obtidos a partir
cavalo-marinho (Hippocampus abdominalis) (<5 kDa) (JE et al., 2020) e Decapterus

maruadsi (<5 kDa) (HU et al., 2020) com atividade biolégica aumentada. No entanto,
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os desafios existem para a técnica de filtragdo por membrana, como a interagdo
entre a membrana semipermeavel e os peptideos hidrofébicos, incrustacdo e
obstrucdo da membrana, filtracdo de moléculas grandes e dificuldade em obtencéo

de peptideos puros, bem como a necessidade de um grande volume de amostra.

13. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

A cromatografia € um importante método fisico-quimico usado para
separacao e purificacdo de compostos em uma mistura com base em sua interacao
e retencdo com as fases movel e estacionaria. Baseado nas caracteristicas
moleculares de componentes especificos, eles sao divididos em quatro técnicas de
separacdo: troca ibnica; adsorcao liquido-sélido; particao liquido-liquido; e exclusédo
por tamanho (COSKUN, 2016).

Essas técnicas sao geralmente sdo operadas em combinacdo com diferentes
métodos, como UV, matriz de diodos, fluorescéncia e detectores de massa para
identificacdo de uma grande variedade de componentes de fontes marinhas e de
peixes. Mais especificamente, os peptideos sdo detectados numa faixa de UV <220
nm usando colunas com material de empacotamento a base de silica (pH 2-8).
Embora seja técnicas demoradas e caras, seu nivel de seletividade e alta resolugdo
torna-as adequadas para separar e purificar uma ampla variedade de componentes
em varias matrizes, incluindo peptideos marinhos.

Je et al. (2020) obtiveram fracdes de peptideos de colageno de baixo peso
molécular MW (<5 kDa) com atividade inibidora de ACE (IC50 = 0,04 + 0,01 mg /
mL) isolado do cavalo-marinho (Hippocampus abdominalis) e produziram trés
peptideos inibidores de ACE especificos (APTL, CAVPLSP e PTTPL) obtidos apos
separacdo por coluna Sepha dex® G-10 e identificados por Q-TOF MS. Alguns
estudos discutiram técnicas cromatograficas e relataram sua eficiéncia para o
isolamento e purificacdo de uma ampla variedade de peptideos marinhos e de
peixes. Além disso, sua combinacdo com diferentes tipos de técnicas avancados
fornecem uma maneira conveniente de separar, purificar e identificar peptideos em
grande quantidade (XU et al., 2020; WHANG et al., 2021).

14. ELETROFORESE CAPILAR

A Eletroforese capilar (EC) é uma técnica analitica usada para analise de
peptideos com base em valores m/z. Envolve o0 uso de um simples tubo capilar de
silica fundida (normalmente 100 cm x 100 um) e possui a vantagem de alta

velocidade, baixo consumo de solvente organico, operacdo de baixo custo, alta
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eficiéncia, alta resolucdo e alta seletividade. Portanto, esta técnica € geralmente
considerada como uma técnica complementar para métodos cromatograficos
(KALUARACHCHI; LEWIS; LINDON, 2017). Dominguez-Veja et al. (2017)
desenvolveram uma nova abordagem para determinar a composicdo de multiplos

peptideos por espectrometria de massa (CE-MS/MS); assim como Wang et al.

(2018) determinaram a ligacao anticorpo-peptideo local usando um ensaio CE para
monitorar a formacdo do complexo antigeno-anticorpo em escala nanocelular e

elucidar a interagcdo entre as biomoléculas também.
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Numero Numero da Titulo Aplicacao Resumo Ano
patente/pais

01 CN Preparacao de Suplemento Producao de 2017
104152518 peptideo de dietético peptideo de
B/China colageno de pele colageno com

de Bacalhau funcéo reparadora
como suplemento hepatica, a partir
para doencas de  subprodutos
hepéticas do processamento
de Bacalhau,
utilizando tripsina
como método
enzimatico.

02 CN Isolamento e Potencial Identificacdo de 2017
104250286 caracterizacdo de aplicacdo em um peptideo de
B/ China colageno e medicamentos, colageno

peptideo de suplemento antioxidante: Phe-
colageno alimentar e lle-Gly-Pro-Trp,
antioxidante  de aditivo por hidrolise
escamas de alimentar enziméatica e
Corvina identificacdo por
(Pseudosciaena cromatografia.
crocea)

03 CN Método de Cosméticos Preparacao de 2019
105734102 preparacao de peptideo de
A/China peptideo de colageno através

colageno de hidrélise
enzimética, sob
diferentes
temperaturas,
com acao
antimicrobiana.

04 CN Peptideo Industrial A invengédo 2017



05

106399436 A anticongelante

CN
107365824
A/China

preparado por
alcodlise em uma

etapa

Método
preparo
peptideo de
colageno em po

de Suplemento

de alimentar

divulga um
método de
preparo de
peptideo

anticongelante a
partir de pele de
peixe por hidrolise
enzimética, em
uma Unica etapa e
filtrac&o por
membrana. Os
compostos
obtidos
apresentaram
atividade de
histerese térmica
maior do que o0s
anteriormente

isolados de pele

de frango e
porco.

Método de
obtencéo de
peptideo de

colageno em po, a
partir de
subprodutos de
peixe, utilizando
Varios processos,
como, ozobnio,
filtracao. Apos
esses processos
0 extrato de
hidrolisados  de
colageno foi
submetido a

2017

73



06

07

CN
107619441
B/China

CN
108118077
A/China

Método de
preparacao
esferas de calcio

gueladas com
peptideos de
coldgeno

Hidrdlise
enzimatica de
colageno de
Salméo para
obtencao de
peptideos

antioxidantes e

anticongelantes

IndUstria

de farmacéutica

secagem por
spray.

A invencao
fornece uma

microesfera de
calcio guelado
com peptideo de
coldgeno obtido a
partir de pele de
peixe obtido a
partir de solucéo
com CaCl. A
microesfera obtida
a partir desta
invencdo tem a
capacidade de
quelar o célcio
através da acdao
do peptideo de
colageno nas
células epiteliais
do intestino
delgado,
aumentando
significativamente

a absorcdo do

célcio pelo
intestino.
A invengao

consiste em obter

peptideos de
colageno por
hidrolise

enzimatica, com
acao antioxidante

e anticongelante,

2021

2018

74
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09

CN
108707641
A/China

CN
108822206 A

Método de
extracao de
peptideos de
colageno de
escamas de
peixe

Um peptideo de
colageno bioativo
de pele de
Bacalhau

IndUstria de
cCosmeéticos,
farmacéeutica

e de alimentos

a partir de pele de
salmdo. O
colageno foi
hidrolisado a partir
de enzimas
produzidas pela
fermentacao
Vibrio sp.SQS2-3,

logo

por

apos
centrifugados e
ultrafiltrados,
obtendo
peptideos com
acao biologicas.

A invencdo trata
da obtencdo de
peptideos de
colageno a partir
da fermentacdo
por bactérias
acido laticas.

A invencdo trata

da obtencdo de

peptideo de
colageno de pele
de bacalhau
através do
método de
fermentacdo por

bactérias mistas,

ultrapressao,

filtrac&o e
liofiizacdo, para
obter  peptideos

de colageno com
atividade

2018

2018

75



10

11

12

CN
109022524
A/China

CN
109136317
A/China

CN
109258916

Processo de
extracao de
peptideo de

coldgeno de peixe

pintado

Um método para

Industria
alimentos,

cosmeético

de

e

nutracéuticos.

extracao de

peptideos de

colageno

Método de Aplicacdo

extracao de

reparacao

na

antioxidante.

Nesta invencédo o
colageno é
hidrolisado por
acao enzimética e
pulverizado a jato
sob baixa
temperatura

obtendo com isso

peptideos com
atividade
biolagica.
A invengao

descreve um tipo

de método para

extracao de
peptideo de
colageno de

escama de peixe.
A hidrolise
enzimatica ocorre
por acdo das
enzimas na
concentracédo 1-

5%. As enzimas

sao: bromelina,
pepsina e
papaina. A
aplicacdo deste

método permite a
obtencao de

peptideos de facil

absorcao no
intestino.

A invengao
descreve a

2018

2019

2019

76
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14

15

A/China

CN
109371092
A/China

CN
109517868
B/China

CN
110016076
A/China

peptideo de
colageno de
escama de peixe
e seu uso

Método de
preparacao de
peptideo de
colageno

Método de
obtencao de
peptideo de
colageno derivado
de peixe para
retardar o]

envelhecimento

Peptideo de
colageno com
atividade ECA

obtido de pele de

peixe

dentaria e
regeneracao

da dentina

IndUstria de
alimentos,
medicamentos

e cosméticos.

obtencao de
peptideos de
peptideos de
colageno

contendo célcio.

A invencao
descreve um
método para
obtencéao de
peptideo de
colageno sob

baixa temperatura
por acdo das
enzimas lipase,
tripsina e ficina.
Obtencéo de
peptideos de
colageno

utilizando alcool e

enzimas.

A inovacao
permite a
obtencéao de
peptideos de
colageno com
acdo de ECA,

obtidos a partir da
hidrolise por 2
enzimas.

A sequéncia de
aminoacidos de
peptideos de
colageno foi

descrita como:

2019

2021

2019

77
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17

18

CN
110643666
A/China

CN
112062834

CN
112608968
B/China

Peptideo de
colageno de
escama de peixe
e método de
preparacao do

mesmo

Peptideo de
colageno de pele
de peixe de alto

mar, extracdo e

método de
preparacao
Método de
obtencao de
peptideos de
colageno de
escamas de
Tilapia

Gly-Val-Gla.

A presente
invencdo  adota
método fisico, na
seguinte
sequéncia:
lavagem,
aguecimento,
adicao de
enzimas e quebra
das escamas,
facilitando a
extracdo, devido a
diminuicao da
superficie de
contato entre a

protease e o

material.

O método trata a
obtencao de
peptideos de

colageno atraves
da hidrolise por
duas enzimas:

papaina e tripsina,

diminuindo 0
tempo do
processo.

O método
consiste na
obtencao de
peptideos de
colageno em po,
facilitando a
utilizagéo do

mesmo pela

2020

2021

2022

78
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20

21

CN
113135992
A/China

CN
113151387
A/China

CN
113249423
A/China

Método de
preparacao de
peptideos de
coldgeno de

escamas de peixe

Método de
obtencao de
peptideo de

colageno de pele

de Bacalhau com

funcao

antioxidante e
imunossupressora
Método de
obtencao de
peptideo de
colageno de

bacalhau em pé

industria

A presente
invencdo trata da
obtencao de
peptideos de
colageno usando
0 método de
fermentacao
microbiana
combinado a
hidrdlise
enzimatica,
resultando na
producao de
peptideos com
alto grau de
pureza e reducao
no custo de
operacao.

O peptideo de
colageno com
atividade bioldgica
€ obtido a partir
da hidrolise do
colageno de pele
de Bacalhau por
duas etapas, uma
utilizando enzima

sintética e a

seguinte por
tripsina.

Método de
peptideo de

colageno em po
obtido de pele de
bacalhau e sua

2021

2021

2021

79



22 CN
113272321
A/China

23 CN
113652459
A/China

Preparacao e
aplicacao de
produtos

recombinantes de

peptideos de
colageno

Método de
extracao de
peptideo de

colageno de pele

de Bacalhau

aplicacao. A
sequéncia de
aminoacidos  foi
descrita:  (Gly-X-
Y)n. O peptideo
foi obtido por
hidrolise
enzimatica
utilizando na
enzima pepsina.
Obtendo um
biocomposto com
baixo teor de
cinzas, metais
pesados, baixo
peso molecular,
sem cor e sem
cheiro.

A presente
invengao trata da
obtencdo de um
gel de peptideo
de colageno para
aplicacao e

formulacbes em

diferentes
industrias.
A obtencdo do
peptideo de
colageno ocorre
através da
hidrolise
enzimatica
utilizando a
pepsina. A

biomolécula

2021

2021

80
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25

CN
113662924
A/China

CN
113698472

Método de
preparacdo de um
nanocomposito

fotossensibilizador
de peptideo de

colageno de peixe

Preparacao de
peptideos de

Industria de

medicamentos

obtida apresenta
a sequéncia a
seguinte

sequéncia de
aminoécidos (Gly-
X-Y)n, com baixo

teor de cinzas e

metais pesados,
baixo peso
molecular, sem

cheiro, sem sabor
e soluavel em
agua.

O peptideo de
colageno foi
obtido a partir da
combinacdo da
protease com um
fotossensibilizador
hidrofobico
contendo
carboxila. Este
produto resultante

€ revestido por

peptideos, com
tamanho variaveis
e de facil
absorcao.

Podendo ser
utilizados para

obter imagens in
vivo em terapias

de tratamento de

tumores.
A invencao
apresenta um

2021

2021

81



26

27

A/China

CN
113957111
A/China

CN
114214384

colageno de pele
de peixe de alta

pureza

Peptideo de
colageno de pele
de Bacalhau
modificado  pelo

método fosforilado

Método de
extracao

Industria

de farmacéutica

método de
obtencéo de
peptideos de

colageno de pele
de peixe por
hidrolise
enziméatica
usando uma
protease alcalina.
O gel resultante
tem alto grau de
pureza, baixo
peso molecular,
inodoro e incolor.
A presente
invengédo divulga
também um spray
de peptideos de
colageno.

O peptideo de
colageno de pele
de Bacalhau é
obtido por meio
enzimatico,
transformado em
po apos a

dessalinizacédo e

liofilizacao. O
peptideo de
colageno

modificado é
resultante da

reacdo com acido
fosforico.
Peptideos de

coldgeno de pele

2022

2022

82
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29

CN
114605525 A

CN
114773453
A/China

peptideo de
colageno de

origem marinha

Método de
obtencao de
peptideo de

colageno de 0sso
de Atum

Método de
preparacao de
peptideo de
colageno de alta

resisténcia

de Bacalhau
foram obtidos a
partir da hidrdlise
enzimatica, com
alta atividade
inibidora da ECA.
Na presente
invencao o]
peptideo de
colageno € obtido
utilizando as fazes
pré-tratamento,
purificagao da
matéria-prima,
repouso, hidrdlise
enzimatica,
filtrac&o,
concentracdo e
secagem. Apés a
secagem, uma
solugdo com n-
hexano e solucéo
de EDTA séo
utilizadas para
obtencdo de um
produto com alto
grau de pureza e
com aplicacao
em escala
industrial.

O peptideo de
colageno de 0sso
e pele de peixe foi
hidrolisado em um
sistema digestivo

bibnico utilizando

2022

2022

83
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31

CN
114807284
A/China

KR
20200048610
A/Coréia

Método de
obtencao de
peptideos de
colageno com alta
pureza

Método de
aplicacao de
peptideo de

colageno com alto

teor de dipeptideo

enzimas da saliva,
suco gastrico e
suco duodenal.

Este processo

permite a
producao de
peptideos de
coldgeno de alta
resisténcia
gastrica.

Peptideo de

colageno  obtido
de pele de peixe a
partir da aplicacéo
de método de
hidrolise

enzimatica com
alto grau de
pureza. Para
obter o nivel de

pureza apés a

hidrolise a
solucéo foi
separada por
membrana e

condensacao de
glucano.

A presente
invengao trata da
obtencéao de
peptideo de
colageno de peixe
de baixo peso
molecular com
caracteristicas

importantes que

2022

2020

84



32 CN
110649666
A/China

33 CN
114605525
A/China

34 CN
109078164

Método
preparacao
peptideo

colageno

de
de
de
de

escama de peixe

Método
preparacao
peptideo

de
de
de

colageno de 0sso

de Atum

indicam que
esses peptideos
podem ser Uteis
na reducdo de
rugas, hidratacao
da pele, reducéo
de manchas na
pele e
composicdo  de
cosmeéticos.

A presente
invengao trata de
um método fisico
para obtencdo de
peptideo de
colageno de
escama de peixe.
O método fisico
auxilia na
extracao por
aumentar a areas
de contato com as
enzimas.

A presente

invengdo trata da

obtencéao de
peptideo de
colageno de

0ssos de Atum
com alto grau de
pureza e baixo
peso  molecular
para aplicacao

industrial.

2020

2022

2018
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36

A/China

WO
2021/235767
Al/Coreia

a 2018 00882

Método para
obtencao de
peptideo de

colageno de pele
de Estrela do mar
para aplicacdo em
composicdo  de
cosmetico
Procedimento
para obtencdo de
peptideo de
colageno
antioxidante  de
pele de peixe de

agua doce

IndUstria

cosméticos

IndUstria

cosméticos

de

de

A presente

invencao trata da

obtencao de
peptideos de
colageno com

acao antioxidante
prevenindo rugas
na pele.

A invencdo se
refere a obtencéao
de peptideo de
colageno de pele

de peixe de agua

doce com
atividade
antioxidante a

partir da hidrdlise
por proteases
colagenoliticas de
origem bacteriana
em uma raxao
enzima substrato
de 1:25 e 1:50 a
37-60°C por 6-24

horas.

2021

2018

86
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15. FUNCOES BIOLOGICAS DOS PEPTIDEOS OBTIDOS DE COLAGENO
RECUPERADO DE PEIXE

Os peptideos de colageno de peixe sado de grande interesse para aplicacao
em diferentes areas como industria de cosmeéticos, alimentos e farmacéutica devido
a abundancia de suas fontes naturais e seguranca durante os processos de
obtencdo. Nos ultimos anos, varios estudos tém explorado as variadas atividades
bioldgicas de peptideos de residuos de peixe, incluindo atividades antimicrobianas,

antioxidantes, anti-hipertensivas, antidiabéticas e anticancerigenas.

a. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Peptideos antimicrobianos sdo um grupo de proteinas isoladas de quase
todos os organismos vivos que apresentam atividade antimicrobiana em relacdo a
uma ampla gama de infeccBes por microrganismos como as bactérias, virus, fungos,
protozoarios e parasitas (SEMREEN et al., 2018). As classes de peptideos
antimicrobianos, como defensinas, catelicidinas, hepcidinas, histonas e piscidinas
desempenham funcédo protetora na pele dos peixes. Sao seguros por ndo induzirem
toxicidade no hospedeiro e, gracas a um amplo espectro de atividade
antimicrobiana, sdo capazes para atingir varios patégenos (RAJUL et al., 2021).
Além de apresentarem uma baixa especificidade na maioria dos casos, o0 risco de
desenvolver resisténcia a eles também € muito baixo. Esses peptideos séo
compostos nao especificos pertencentes ao sistema imune inato com papel
fundamental no mecanismo de defesa (AROCKIARAJ et al. 2015).

Esses compostos apresentam caracteristicas especificas como composi¢cao
de 12-45 aminoacidos com carga cationica, tamanho, hidrofobicidade, flexibilidade e
anfipaticidade; que servem como fatores importantes para interagir com a parede
celular e/ou com a membrana plasmatica de muitos microrganismos patogénicos
(CHAUHAN; KANWAR, 2020). Até o momento, diversos estudos tém sido realizados
sobre a acao desses peptideos frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
destacando que ocorre a defesa do hospedeiro principalmente gracas a formacéo de
poros nas membranas bacterianas e suas subsequentes destrui¢cdes.

No entanto, dependendo da fonte, método de obtencdo, isolamento e
purificacdo a atividade antimicrobiana dos peptideos podem variar. Nao obstante as

fontes isoladas, muitos peptideos sdo capazes de entrar ativamente na parede
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celular para interagdo com o local alvo para combater microorganismos (VITALI,
2018) por meio da modulacédo do sistema imunoldgico por fagocitose, interferir na
sintese de acido nucleico e interromper a membrana do citoplasma (BARBOSA et
al., 2020), sugerindo que os peptideos podem ser usados como um agente
antimicrobiano natural sozinho ou em combinacdo com antibiéticos tradicionais.
Barroso et al. (2021) analisaram as func¢des de beta-defensinas de robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), particularmente suas propriedades antimicrobianas e
imunomodulatérias, a fim de desenvolver novos compostos profilaticos ou
terapéuticos a serem usados na produgcdo de aquicultura e ressaltaram a funcao
antimicrobiana desse composto. Em reviséo sistematica McMillan e Coombs (2021)
relataram a funcdo antimicrobiana (AMP) e anticancer do peptideo pleurocidina
encontrado em solha-de-inverno (Pseudopleuronectes americanus), uma espécie de
solha do atlantico. H& evidéncias promissoras para aplicagdes clinicas, na

aguicultura e veterinaria.

b. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo compostos que possuem a capacidade de neutralizar os
efeitos deletérios causados por radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)
incluindo oxigénio singlete, peroxido de hidrogénio (H202), superdxido radicais
anion e hidroxila (CHI et al., 2015). Esses radicais livres, quando em concentracoes
ndo fisioldgicas, podem danificar macromoléculas biolégicas como proteinas e
lipidios, levando ao desenvolvimento de muitas doencas. No entanto, as enzimas
e/ou compostos antioxidantes inatos possuem a capacidade de eliminar ativamente
as ROS e manter seus niveis fisiologicamente adequados no corpo humano (WU et
al., 2015).

Peptideos isolados de fontes marinhas ganharam um interesse significativo
para sua aplicagdo como antioxidantes alternativos e a atividade antioxidante podem
estar intimamente associado a sua composicdo de aminoacidos e sequéncia de
peptideo (WU et al., 2015). Os peptideos antioxidantes desempenham um papel
fundamental na prevencdo da oxidagcdo de componentes biologicos. Muitos
peptideos antioxidantes derivados de residuos de peixe foram relatados como os
extraidos de escamas de peixe corvina do pacifico (Pseudosciaena polyactis)
(WANG et al., 2020); escamas de tilapia vermelha (Oreochromis sp.); pele de atum
(Thunnus) (HAJFATHALIAN et al., 2018); pele de peixe polaca do Alasca (Theragra
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chalcogramma) (HLEAP-ZAPATA; GUTIERREZ, 2017); e peixe anchova
(Engraulidae) (ABUINE et al., 2019).

Os peptideos com atividade antioxidante contém aminoacidos com natureza
hidrofébica e com sequéncias mais curtas em comprimento, cerca de 5-16
aminoécidos, com valina e leucina no N terminal e prolina, tirosina e histidina
presente na sequéncia da cadeia. A tirosina funciona como um fornecedor de
elétrons através da cadeia lateral fendlica encontrada em sua estrutura, o que o
torna eliminador de radicais e interrompem a reacdo continua dos radicais (CHI et
al., 2015).

Véarios métodos sdo usados para avaliar a atividade antioxidante, e estes
incluem a capacidade de absor¢cdo do radical de oxigénio (ORAC), poder
antioxidante redutor de ferro (FRAP) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os
peptideos de baixo peso molecular MW tém valores de ORAC e atividades
guelantes de metais pesado, enquanto os peptideos de alto peso molecular MW tém
FRAP mais alto e eliminacdo de radicais DPPH (JIN; AHN; JE, 2018; PAN et al.,
2016). Zhang et al. (2019) produziram hidrolisados da pele de cavala espanhola
(Scomberomorous niphonius) (F7) que demonstraram alto poder de reducédo e
atividades radicais de limpeza em 2,2-Difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) (EC50 valor de
1,57 mg/mL) e hidroxyl (EC50 valor de 1,20 mg/mL). Indicando que esses peptideos
de colageno de peles de cavala espanhola apresentam atividade antioxidante que
permite varias aplicacdes industriais destes.

c. ATIVIDADE ANTICANCER

O céancer é hoje considerado a segunda principal causa de morte, e continua
sendo uma das principais causas de morbidade em todo o mundo (ARNOLD et al.,
2015). A doenca é causada por anormalidade na proliferagdo de células normais,
caracterizada pela perda no controle do crescimento celular normal com eventual
pareamento de funcdes celulares regulares. O crescimento de células cancerosas
pode ser controlado pela aplicagdo de compostos bioativos com um eficaz anticorpo
relacionado a antigenos em células cancerosas (CHAUHAN; KANWAR, 2020).

Em revisdo sobre o tema Hajfathalian et al. (2018) delinearam os potenciais
efeitos anticancerigenos de peptideos bioativos isolados de diferentes fontes,
destacando o mecanismo de entrada dessas substancias na bicamada lipidica da
membrana celular, atraindo grande interesse para identificacdo de peptideos
bioativos de fontes naturais, como a de peixes, para sua aplicacdo potencial como

um novo agente anticancer. Estudo com pele de Truta-arco-iris (Oncorhynchus
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mykiss) hidrolisada usando enzimas Alcalase (HA) e Flavourzyme (HF) e peptideos
bioativos separados pelo método de ultrafltracdo de membrana (<3, 3—30 e> 30
kDa). As propriedades anticancerigenas das fracoes MTT e a linha celular HCT-116
foram analisadas. As fracbes isoladas nas células cancerosas HCT-116
apresentaram propriedades citotoxicas e inibiram o crescimento dessas células in
vitro (YAGHOUBZADEH et al., 2020).

Anteriormente, Chi et al. (2015) hidrolisaram a pele de peixe porco-liso
(Aluterus monoceros) usando colagenase em trés temperaturas diferentes (5 °C, 25
°C e 50 °C) para obter peptideos de colageno. Fracdes de peptideos de colageno de
baixo peso molecular (<3kDa) como CP-5, CP-25 e CP-50 foram obtidos por
ultrafiltracdo sequencial com sistema de filtragdo de fluxo tangencial (TFF). Os
resultados indicaram que o CP-5 exibiu maxima atividade anticancer em relacao as
fragbes CP-25 e CP-50 in vitro. O ensaio para avaliar o efeito de citotoxicidade de
peptideos de colageno em células cancerosas MTT, a fracdo CP-5 inibiu a
viabilidade de células cancerosas COLO320 em até 49,78% em concentracdo de 1
mg/mL, enquanto a inibicdo foi de apenas 29,92% para fracdo CP-50, também in
vitro. Indicando que apds estudos in vivo, esses compostos tem viabilidade para

aplicacdes biomédicas.

d. ATIVIDADE ANTIHIPERTENSIVA

A hipertensdo é uma doenca causada por um aumento da pressao arterial
gue pode resultar em doencas cardiovasculares, incluindo endocardite, doenca
cardiaca reumatica e anormalidades baseadas no sistema de conducdo em
proporcdes da epidemia. Essa doenca esta relacionada ao estilo de vida moderno,
com 12,8% de casos de mortalidade relatados em todo o mundo (ABDELHEDI;
NASRI, 2019). Para regular a hipertensao, o sistema hormonal renina angiotensina é
estimulado para equilibrar a homeostase da pressdo sanguinea e os fluidos
corporais por meio da inibicio da ECA (HAJFATHA et al, 2018).
Consequentemente, os inibidores da ECA podem bloguear a conversao da
angiotensina | em angiotensina Il, uma vez que esta promove vasoconstricao
resultando em contracdo da parede das artérias e pequenas arteriolas (ADMASSU
et al., 2018).

Com isso, a induastria farmacéutica tem desenvolvido inibidores da ACE
sintéticos, como captopril, lisinopril e enalapril para reduzir os efeitos da hipertenséo,
porém, como todo medicamento, existem efeitos colaterais que podem ser danosos

para a saude (KHOSITANON et al., 2021). Assim, € observado o interesse no
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desenvolvimento de inibidores naturais da ECA para uso como suplemento
alternativo para o tratamento de pacientes com pressdo sanguinea elevada.
Recentemente, Sungperma; Khonglab e Yongsawatdigula (2020) caracterizaram a
pele de duas espécies de tilapia (TS) e pele de bagre hibrido (SH) para avaliar
possivel atividade inibitoria da conversdo de angiotensina (ACE) dos peptideos de
colageno extraidos usando pepsina. O peptideo de colageno de pele de Bagre
continha maiores quantidades de tyrosina (Tyr) e lisina (Lys).

Apos fracionamento por membrana de ultrafiltracdo e identificacdo por
cromatografia de excluséo, os peptideos de colageno de bagre apresentaram menor
peso molecular (MW) <5 kDa e maior atividade inibitéria ACE de 72,06% (p < .05).
Este estudo revelou que peptideos inibitérios de ACE derivados do colageno de
bagre poderiam ser desenvolvidos como um alimento funcional com propriedades
antihipertensiva.

Shori, Yong, Baba (2020) visando obter um alimento funcional a base das
ervas: Estrela-de-anis (lllicium verum), folhas sega de goiabeira (Psidium guajava),
extrato aquoso de Curcuma; e de peptideo de colageno de peixe comercial para
determinar seus efeitos na acidificacdo e na protedlise do leite por um periodo de 21
dias de armazenamento a 4 °C. Foi realizado teste da enzima conversora de
angiotensina-l (ECA) para analisar a atividade inibitéria de peptideos bioativos
produzidos durante a atividade proteolitica da enzima ECA. A maior atividade
inibitéria da ECA foi observada no 7° dia para os iogurtes adicionados de ervas e
peptideos de coldgeno. Com isso, 0s autores ressaltaram que ervas e peptideos de
colageno de peixe podem melhorar a fabricacdo e a formulacdo do iogurte com
atividade anti-ACE.

e. ATIVIDADE ANTIDIABETICA

O diabetes € um disturbio metabolico causado por niveis elevados de glicose no
sangue. Nos ultimos anos mais de 400 milhdes de pessoas foram diagnosticadas
com diabetes em todo o mundo e espera-se que aproximadamente 700 milhdes de
adultos podem ser diagnosticados com diabetes até 2045 (RIVERO PINO; ESPEJO-
CARPIO; GUADIX, 2020). De acordo com a Federagéo Internacional de Diabetes
(idf.org), essa doenca pode ser classificada em dois tipos, diabetes tipo 1 e
patologias do diabetes tipo 2, com diferentes etiologias. O diabetes tipo 1 é um
distarbio na qual o individuo dependente de insulina, caracterizado como doenca

autoimune mediada por células que provocam a destruicdo de células Bpancreaticas
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culminando na deficiéncia na secrecdo de insulina. No tipo 2, o distirbio esta
relacionado a incapacidade de secrecdo de insulina e/ou resisténcia a insulina,
sendo responsavel por 90-95% do total de casos de diabetes (DALIRI et al.,2017).

A terapia atual para reduzir a resisténcia a insulina ou o0 aumento na
concentracdo de glicose no sangue, no diabetes tipo 2, € medicamentosa (reduzindo
a absorcao da glicose da dieta ou aumentando a captacdo de glicose), no entanto,
essas terapias tém efeitos colaterais indesejados. Portanto, € necessario
desenvolver drogas antidiabéticas alternativas sem efeitos colaterais. Estudos
recentes tém demonstrado a eficiéncia dos peptideos de colageno de peixe no alivio
da sindrome associada ao diabetes (NASAB et al.,, 2020). Ayabe et al. (2015)
produziram por digestao tripeptideos a partir do musculo de peixe polaca do Alasca
com efeitos de reducéo de glicose em camundongos KK-Ay, portador diabetes tipo
.

Recentemente, RitianJin et al. (2020) identificaram o peptideo dipeptidil 1V
(DPP-IV) (inibidores da insulina) na pele de salmdo do atlantico (Salmo salar),
hidrolisados com pepsina, tripsina, papaina e alcalase, separadamente. O peptideo
hidrolisado por tripsina (10 mg/mL) apresentou a maior atividade inibitéria de DPP-IV
66,12 + 0,68%, corroborando com os estudos sobre a funcdo antidiabética dos

peptideos de colageno.
16. PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE PEPTIDEOS DE COLAGENO DE PEIXE

Propriedades funcionais sdo definidas como propriedades fisico-quimicas
gerais de proteinas em sistemas alimentares durante o processamento,
armazenamento e consumo. Alteracdes nas propriedades funcionais das proteinas
nativas estdo relacionadas a peptideos e aminoacidos livres produzidos por hidrolise
enzimatica. A hidrélise enzimética controlada de proteinas produz uma série de
polipeptideos menores que modificam e até mesmo melhoram as caracteristicas dos
peptideos tornando-os aptos para diferentes aplicacbes (GORGUC; GENDAG;
YILMAZ, 2020).

A hidrélise enzimatica €, portanto, um método que recupera componentes
valiosos de peixes utilizando enzimas. Apos a hidrolise os peptideos apresentam
caracteristicas funcionais importantes como solubilidade em ampla gama de forcas
ibnicas, diferentes niveis de pH, além de alta resisténcia ao calor. Além disso,
contribui para o desenvolvimento de propriedades de retencdo de agua, textura e
emulsificacdo quando adicionado a alimentos (AGYEI et al., 2016, LIU et al., 2016).

Estudos demonstram que peptideos de colageno apresentam capacidade de
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retencdo de agua em algumas formulacdes de alimentos, além de uma boa
capacidade de formar espuma, dando a eles a eles a aplicabilidade como
ingrediente emulsionantes e emulsificantes, podendo estabilizar uma variedade de
produtos e auxiliar na formacdo e estabilizacdo de produtos a base de espuma
(SCHORODER et al., 2017; ASPEVIK; TOTLAND; LEA, 2016). Steinsholm et al.
(2021) relataram as propriedades de emulsificante de peptideos de colageno
extraidos de espinhas dorsais de salméo (Salmo salar) e bacalhau-do-atlantico
(Gadus morhua).

A solubilidade é uma propriedade funcional dos peptideos de colageno de
peixe gue se destaca e estad associada a outras propriedades como emulsificacéo,
formacdo de espuma e capacidade de retencdo de agua, que sao de total interesse
para industria de alimentos. Os peptideos de coldgeno de peixe sdo sollveis em
uma ampla faixa de pH, o que os tornam Uteis para aplicacbes na industria de
alimentos, como demonstrado nos estudos com diferentes biopeptideos extraidos de
espécies de peixes, a exemplo atum, polaca do Alasca e anchova (HAJFATHALIAN
et al., 2018, HLEAP-ZAPATA; GUTIERREZ, 2017, ABUINE et al., 2019).

Zamorano-Apodaca et al. (2020) obtiveram cinco fracdes de peptideos de
colageno de subprodutos (pele, cartilagem, aparas e 0ssos) de espécies de tainha
(Mugil cephalus), cacdo (Selachimorpha), peixe-guitarra (Rhinobatidae), pescada
amarela (Cynoscion regalis), e peixe pargo (Pagrus pagrus). As fracées F1, F2 e F3
apresentaram solubilidade = 95% no pH 7. A maior capacidade de espuma (78%),
estabilidade de espuma (60%) e indice de estabilidade de emulsao (42 min) foram
registradas na fracdo F1. No entanto, o maior indice de atividade emulsificante (130
m2/g) foi observado na fracdo F3. Demonstrando que os peptideos de colageno a
partir de um subproduto misto de diferentes espécies de peixes pode ser uma
alternativa com potencial biotecnolégico para inddstria.

A solubilidade dos peptideos pode ser afetada por diferentes fatores, como a
carga elétrica e o ponto isoelétrico; conforme o pH se afasta do ponto isoelétrico, a
carga elétrica dos peptideos aumenta e, assim, maiores solubilidades séo
alcancadas. Em alguns estudos os peptideos de colageno demonstraram aumentar
a formacédo de espuma e emulsificagdo em comparacdo com proteinas nativas. As
propriedades emulsificantes dos compostos hidrolisados enzimaticamente de peixes
estdo diretamente relacionados as propriedades da superficie; isto é, na medida em
que o composto hidrolisado efetivamente reduz a tensdo interfacial entre os

compostos hidrofobicos e hidrofilicos nos produtos alimenticios.
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17. APLICACOES TECNOLOGICAS DOS PEPTIDEOS DE COLAGENO DE
PEIXE SINTETICOS

As propriedades funcionais dos peptideos de colagenos estao relacionadas
ao peso molecular desses compostos, fonte, tipo de extragdo, e tipo de enzima
utilizada durante a extracdo. Essas propriedades influenciam nas aplicacbes dos
peptideos nas diferentes industrias, principalmente na industria alimentos e

nutracéutica.
a. INDUSTRIA NUTRACEUTICA

Nos ultimos anos, a suplementacéo oral de peptideos de colageno tornou-se
popular, pois tem sido cada vez mais comercializado no mercado como um produto
antienvelhecimento, pois a suplementacdo oral desses compostos atinge as
camadas mais profundas da pele e melhora a fisiologia e aparéncia dos tecidos
aumentando a hidratacdo, elasticidade, firmeza, reducdo de rugas e
rejuvenescimento da pele (WANG et al., 2018; SIBILLA et al., 2015).

Alguns estudos relatam o potencial de aplicabilidade dos peptideos de
coldgeno em alimentos funcionais e aplicacbes em produtos para os cuidados de
saude em forma de pilulas e bebidas (BILEK; BAYRAM, 2015; GUO et al., 2015
PAL; SURESH, 2016). Mirzapour-Kouhdasht et al. (2021) utilizaram os subprodutos
(pele, escama e barbatanas) de peixe cavala (Scomber scombrus) para recuperar
peptideos de colageno que apresentassem atividade antioxidante, apds os estudos
foi observado que esses compostos poderiam ser aplicados com seguranca e
precisdo, como ingrediente para a fortificacdo de bebidas carbonadas. Da mesma
forma, Krasnova; Semenov e Zarubin (2020) ao utilizarem peptideos de colageno
recuperados de pele de bacalhau-do-Atlantico (Gadus morhua) como um
componente de bebidas de frutas citricas, observaram um aumento substancial no
valor nutricional da bebida, assim como também uma melhora na viscosidade do

produto.

PEPTIDEOS SINTETICOS

Atualmente, a demanda por ingredientes alimentares para o desenvolvimento
de alimentos saudéaveis tem aumentado em decorréncia da mudanca no habito de
vida da populacdo, com o decréscimo na ingestao e absorcao de nutrientes, como

as proteinas. Assim, a adicdo de peptideos de colageno em uma variedade de
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alimentos e produtos de bebidas tem sido realizada.

No mercado global sdo encontrados peptideos de colageno sintéticos como
GELITA Sol® DA, de diferentes fontes. Estudos tem sugerido a utilizacdo de
peptideos de coldgeno de origem de peixe para aplicacdo na producdo de
alimentos,como na confeitaria e sobremesas. Devido a sua ac¢do anticoagulante,
0s peptideos de colageno podem reduzir os danos em células e tecidos
originados por baixas temperaturas, portanto, pode ser util em alimentos que
requerem armazenamento em temperaturas frias ou congelantes. Esses
compostos também podem ser utilizados na preparacdo de diversos produtos,
como produtos carneos, bebidas, sopas, entre outros, pois contribuem com a
manutencao de suas propriedadessensoriais, quimicas e fisicas.

Peptideos de colageno aplicados em alguns alimentos.



Tabela 3. Peptideos de coldgeno de peixe comercias

Marca Aplicacéo Continente/Pais
Gelita AG Alimentos, nutraceuticos, farmacéuticos Africa, Asig, Europa, América
Central e America do Sul
ELASTEN® Produtos dermatoldgicos Alemanha
COBIOSA Produtos dermatoldgicos e funcionais Espanha
Weishardt Produtos alimenticios e nutraceuticos Franca
Rousselot Farmacoldgicos e nutraceuticos Bélgica

KENNEY & ROSS
GELATIN,

ConnOQils L.L.C.

LAPI GELATINE S.p.a.

LIMITED  MARINE Farmacéutica e nutraceuticas

Produtos alimenticios e nutracéuticos

Produtos alimenticios

Ameérica do Norte, Asia e
Europa

Estados Unidos

Italia
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Ewald-Gelatine GmbH

ET-Chem.

ITALGELATINE S.p.A

JUNCA GELATINES SL,

HolistaColltech.

PB Leiner

Collagen Solutions Plc

Nippi Collagen NA Inc.

Vital Proteins L.L.C.

Produtos alimenticios

Suplemento alimentar, alimentos e bebidas,
farmacéuticos e cosmeéticos

IndUstria de alimentos

Suplemento alimentar, alimentos e bebidas,
farmacéuticos, nutracéuticos, cosméticos e
racao

Produtos alimenticios, cosméticos e
nutracéuticos

Produtos alimenticios

Biomaterial em seguimentos médicos

Suplemento alimentar, farmacéuticos,

nutracéuticos, cosméticos

Nutracéuticos

Alemanha

Europa, Estados Unidos,

Brasil e india

Italia, Japéo e Polbnia

Espanha

Ameérica do Norte e Asia

Brasil

Reino Unido

América do Norte

Brasil
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CONCLUSAO

Esta revisdo demonstra que que 0s subprodutos de peixe sdo potenciais fonte
segura de biocompostos, como o0s peptideos bioativos. Esta revisdo também
examina a literatura atual para a obtencéo e purificacdo de peptideo de colageno. As
varias atividades bioldgicas de peptideos de colageno também séo resumidas, o que
inclui atividade antioxidante e atividade antimicrobiana. Assim, com base nessas
atividades bioldgicas sdo apontadas algumas aplica¢cées biotecnoldgicas, como a
farmacoldgica, cosmética e alimenticia. Atualmente, as pesquisas ainda estdo em
fase experimental e ha uma necessidade de investigacfes mais aprofundada para a

seguranca da aplicacdo de biocompostos a longo prazo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Subprodutos de pescado sao fontes ricas de macromoléculas destacando-se
as proteases colagenoliticas. Esses compostos que podem ser semipurificados
utilizando métodos de baixo custo e sem danos ao meio ambiente como o método
de particionamento de enzimas utilizando sistema de duas fases, confirmado no
presente estudo. O método de particionamento pode ser aplicado em escala
laboratorial para recuperacdo de colagenases, sendo um importante recurso para
indUstria pesqueira, como visto no presente estudo com visceras de Tainha.

No segundo capitulo deste trabalho foi tratado a recuperacdo de
macromoléculas, como os biopeptideos de colageno, de subprodutos de peixe numa
revisdo integrativa. Nesta etapa foram abordados os métodos de obtencédo de
biopeptideos por hidrélise do colageno utilizando meio enzimatico e acido; assim
como também suas propriedades bioldgicas e funcionais. Assim foi esclarecido que
a recuperacao, purificacdo e identificacdo desses compostos biolégicos € de grande
interesse para industria de processamento de pescado, pois resolveria o problema
do descarte incorreto destes, contribuindo para o equilibrio do ecossistema terrestre

e marinho.



