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RESUMO

Os peixes tém se tornado um produto de grande valia para os consumidores em
geral, isto, devido ao seu consumo e demanda na produgado por ser um alimento
saudavel e bastante recomendado em dietas nutricionais, onde pode-se encontrar
grandes fontes de proteinas, vitaminas e dmega3. Em consequéncia desse alto
consumo, surge um aumento significante da quantidade de residuos soélidos gerados
pelas industrias pesqueiras, que sao descartados de maneira inadequada ao meio
ambiente. O objetivo desse trabalho foi obter a enzima colagenolitica, coladgeno e
hidrolisado proteico a partir de residuos do robalo-flexa (Centropomus undecimalis).
Utilizou-se visceras intestinais para obtencdo da enzima colagenolitica (extrato
bruto) e com Sistema de Duas fases Aquosas (SDFA), obteve o extrato
parcialmente purificado. No SDFA, foi elaborado um planejamento fatorial 24, foram
analisados os efeitos das varidveis: massa molar do polietilenoglicol - PEG (400,
3350 e 8000), concentracado de PEG (20, 22 e 24), concentragao de citrato de sodio
(15%, 20%, 22% e 25%) e pH (6, 7 e 8). Foi realizado o teste de inibidores com a
enzima parcialmente purificada utilizando a Benzamidina (BEZN), Fenil-metil-sufonil
fluoreto (PMSF), Tosil lisina clorometil cetona (TLCK) e Tosil fenilalanil clorimetil
cetona (TPCK). A partir da pele foi obtido o colageno acido-soluvel (ASC) e colageno
pepsino-soluvel (PSC). Ambos os colagenos (ASC e PSC) foram caracterizados
através da técnica eletroforese de SDS-PAGE e espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR). Foram obtidos hidrolisados proteicos a partir da
acao da enzima colagenolitica do extrato bruto e parcialmente purificado utilizando
os colagenos ASC e PSC. No processo de purificacdo por SDFA, a enzima teve
predilecdo pela na fase PEG, apresentando fator de purificacdo e coeficiente de
particdo 3,91 e 14,78, respectivamente. A variavel independente massa molar do
PEG também apresentou efeito positivo no fator de purificacdo, enquanto que a
concentracao de polimero teve um efeito negativo para esta variavel resposta. No
teste de inibidores a enzima parcialmente purificada apresentou inibicdo de 74% na
BENZ, 76% PMSF, 78% TLCKe 78% TPCK .O rendimento do colageno ASC e PSC
foram de 7,28% e 9,06%, respectivamente com base no peso seco. Na eletroforese,
foi possivel verificar o perfil dos colagenos com a presenca de bandas (ASC e PSC)
com variacao de 200 kDa a 120kDa, sendo mais intensa no PSC. Na analise do
colageno através do FT-IR foram verificadas a presenca de amida A, amida B e
bandas de amida |, amida Il e amida lll. A hidrélise foi mais efetiva apds 36 horas,
apresentando pela eletroforese bandas mais intensas de massas molares de 70kDa
e 32kDa. Diante desse estudo, foi possivel agregar valor e verificar a importancia do
reaproveitamento dos subprodutos de peixes para a obtencdo da enzima
colagenolitica e colageno, bem como a obtengaode hidrolisados proteicos que podem
ser utilizados para a producado de racao, inclusive, para os proprios peixes e
producao de peptideos e sua potencialidade biologica.

Palavras-chave: Residuos Pesqueiros, Subprodutos de Peixes, Hidrélise Proteica



ABSTRACT

Fish have become a product of great value to consumers in general, due to its
consumption and demand in production for being a healthy food and highly
recommended in nutritional diets, where you can find great sources of proteins,
vitamins and omega3d. As a result of this high consumption, there is a significant
increase in the amount of solid waste generated by the fishing industries, which are
disposed of inappropriately to the environment. The objective of this work was to
obtain the collagenolytic enzyme, collagen and protein hydrolyzate from the residues
of the snook (Centropomus undecimalis). Intestinal viscera were used to obtain the
collagenolytic enzyme (crude extract) and with the Aqueous Two Phase System
(SDFA), the partially purified extract was obtained. In the SDFA, a 24 factorial design
was elaborated, the effects of the variables were analyzed: molar mass of
polyethyleneglycol - PEG (400, 3350 and 8000), concentration of PEG (20, 22 and
24), concentration of sodium citrate (15% , 20%, 22% and 25%) and pH (6, 7 and 8).
The inhibitor test was performed with the partially purified enzyme using Benzamidine
(BEZN), Phenyl-methyl-sulfonyl fluoride (PMSF), Tosyl lysine chloromethyl ketone
(TLCK) and Tosyl phenylalanyl chlorimethyl ketone (TPCK). From the skin, acid-
soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) were obtained. Both
collagens (ASC and PSC) were characterized using SDS-PAGE electrophoresis and
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). Protein hydrolysates were obtained
from the action of the collagenolytic enzyme of the crude extract and partially purified
using ASC and PSC collagens. In the SDFA purification process, the enzyme had a
predilection for the PEG phase, with a purification factor and partition coefficient of
3.91 and 14.78, respectively. The independent variable PEG molar mass also had a
positive effect on the purification factor, while the polymer concentration had a
negative effect on this response variable. In the inhibitor test, the partially purified
enzyme showed inhibition of 74% in BENZ, 76% PMSF, 78% TLCK and 78% TPCK.
The ASC and PSC collagen yield were 7.28% and 9.06%, respectively based on in
dry weight. In electrophoresis, it was possible to verify the profile of the collagens
with the presence of bands (ASC and PSC) ranging from 200 kDa to 120kDa, being
more intense in the PSC. In the analysis of collagen through FT-IR, the presence of
amide A, amide B and bands of amide |, amide |l and amide Il were verified. The
hydrolysis was more effective after 36 hours, showing by electrophoresis more
intense bands of molar masses of 70kDa and 32kDa. In view of this study, it was
possible to add value and verify the importance of reusing fish by-products to obtain
the collagenolytic enzyme and collagen, as well as obtaining protein hydrolysates
that can be used to produce feed, including for the fish themselves. and production of
peptides and their biological potential.

Keywords: Fish Waste, Fish By-Products, Protein Hydrolysis
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1 INTRODUCAO

A cada dia os peixes tém se tornado um alimento bastante presente ha mesa
dos consumidores, devido a sua alta qualidade nutricional, tornando promissor o
aumento da sua producdo. Em paralelo ao consumo, destaca-se a grande
quantidade de residuos gerados, que na maioria das vezes sao descartados de
maneira inadequada ao meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2017a), podendo ser
obtidos diversas fontes de biomoléculas, entre elas, o coldgeno e as enzimas
(KARAYANNAKIDIS & ZOTOS, 2016; VIJI et al., 2019; VALIMAA et al., 2019).

A obtencéo de colageno a partir de residuos de peixes ndo so6 adiciona valor
significativo para o setor de processamento de peixes, mas também para as
industrias cosméticas, farmacoldgicas e terapéuticas (ZAMORANO-APODACA, etal.,
2020). Na obtencdo de enzimas n&o tem sido diferente, devido as suas moléculas
biolégicas ser uma fonte de baixo custo e de facil acesso, tem se destacado em
diversos segmentos terapéuticos, clinicos, biomédicos, alimenticio, inclusive, na
producéao de racao animal (WANDERLEY et al., 2016; CHAUHAN et al., 2017).

A hidrolise enzimatica do colageno leva a producdo de fragmentos
comumente chamados de “peptideos”. A enzima utilizada para essa clivagem é uma
metaloprotease designada de “colagenase”, por ter a capacidade de clivar a tripla
hélice dessa proteina (OLIVEIRA et al., 2017b).

Varios estudos tém tratado a hidrolise do colageno para a producédo de
peptideos bioativos e investigado as suas bioatividades e os seus efeitos biologicos,
usando modelos de ensaio in vitro e in vivo. Dentre as inumeras fungdes biologicas
desses peptideos, as atividades antioxidante, anti-hipertensiva, antimicrobiana e a
cicatrizante sdo as de mais relevado interesse no mercado clinico (JEEVITHAN et
al., 2015; HAJFATHALIAN, et. al, 2018).

Partindo desse principio, € imprescindivel que o reaproveitamento dos
subprodutos de peixes para a obtencdo de biomoléculas sejam mais investigados
com o proposito de agregar valor ao produto pesqueiro, contribuir com o
desenvolvimento do Estado de Pernambuco e fornecer ao mercado matéria-primade

qualidade para futuras aplicagcdes bioldgicas, a fim de beneficiar o consumidor
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final. O objetivo deste trabalho foi obter enzima colagenolitica, colageno e
hidrolisado proteico a partir de residuos de robalo-flexa (Centropomus undecimalis)
visando a sua aplicacao biotecnoldgica a partir da obtengcdo de biomoléculas, tendo

em  vista que o robalo-flexa e uma espécie de captura.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter a enzima colagenolitica, colageno e hidrolisado proteico a partir de

residuos de peixes do robalo-flexa (Centropomus undecimalis).

2.2 ESPECIFICOS

e Extrair colagenase a partir dos residuos de visceras de robalo-flexa(C.
undecimalis);

e Purificar a enzima colagenolitica usando o Sistema de Duas fasesaquosas
(SDFA) através de um planejamento fatorial 24;

e Obter colageno acido-soluvel (ASC) e colageno pepsino-soluvel(PSC);

e Caracterizar bioquimicamente e estruturalmente o colageno ASC ePSC;

e Obter hidrolisado proteico a partir dos colagenos utilizando a colagenase;

e Avaliar o perfil eletroforético do colageno e hidrolisado proteico quanto a
composicdo de bandas e massas moleculares por SDS- PAGE.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Piscicultura e Residuos do Pescado

O crescimento da industria da Pesca e Aquicultura tem sido bastante
promissor para a economia mundial. De acordo com os dados fornecidos pela
Organizacao das Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentagcdo (FAO), em 2018 o
total da produgdo mundial da pesca capturada foi a mais alta registrada, atingindo
179 milhdes de toneladas, um aumento significativo de mais de 32% em relagéo a
meédia dos anos anteriores, podendo chegar a atingir mais de 190 milhdes até o ano
de 2026.

No Brasil, o crescimento da piscicultura tem se destacado para atender a
demanda de alimentos por ser uma fonte rica em proteinas, aminoacidos e dmega- 3
(OLIVEIRA et al., 2017a). A partir desse principio tem auxiliado na alimentacéo
balanceada e saudavel, para manter o bom funcionamento celular e de todos os
orgaos presentes no corpo (STOHS; KITCHENS, 2019).

Levando em consideragao o alto consumo desse tipo de produto, os
consumidores, pescadores artesanais e a industria pesqueira tém gerado muitos
residuos durante as etapas de processamento/beneficiamento, pois
aproximadamente 70% do peso dos peixes sdo constituidos por residuos, tais como:
0sso0s, pele, escamas, barbatanas, nadadeiras e visceras, como figado, estbmago e
intestino, os quais quase sempre sdo descartados inadequadamente no ambiente de
coleta ou lixeiras, tornando-o bastante danoso ao meio ambiente (OLIVEIRA et al.,
2017b; ZAMORANO-APODACA, et al., 2020).

Partindo desse principio, destaca-se o robalo-flexa (C. undecimalis), um peixe
de alto valor e bastante apreciado pelos consumidores, devido o seu filé possuir um
excelente sabor e qualidade. A espécie pertencente a familia Centropomidae e a
ordem Perciformes, sendo um peixe de agua marinha e que também podeser
encontrado em menor abundancia em ambientes de agua doce (AMARAL et al.,
2009; CORREA et al., 2010).

O robalo-flexa (C. undecimalis) (Figura 1), também conhecido popularmentepor
Camurim, tem sido uma das espécies muito presente na conservacao de estoques
naturais e na piscicultura (PEREIRA et., al 2015), tornando-o0 uma espécie de alto

valor econ6mico para a pesca artesanal, esportiva e industrial.
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Essa espécie pode ser encontrada no Sudeste dos Estados Unidos, Florida,

podendo chegar, inclusive em varios estados do Brasil (PEREIRA et al., 2015).

Figura 1. Robalo-flexa adulto (C.undecimalis).

Fonte: Autor

A alimentacdo e os habitos do robalo sdo bastante diversificados, pois
depende do seu estagio de desenvolvimento. Os juvenis, por exemplo, tém
preferéncia por crustaceos e nadam em cardumes, enquanto os adultos alimentam-
se preferencialmente por peixes e crustaceos vivem mais solitarios e podem nadar
até 100m de profundidade (PEREIRA et al., 2015).

3.2 Colageno

O colageno € uma proteina estrutural fibrosa na matriz extracelular e insoluvel,
sendo a principal estrutura dos tecidos conjuntivos, estando presente em tendoes,
pele, ligamentos, ossos e em diversos tipos de organismos aquaticos e terrestres
(Figura 3) (ALVES et al., 2017; RIAZ et al., 2018; SUBHAN et al., 2021), sendo
considerado um polimero versatil e presente nos residuos da pesca e da aquicultura
(OLIVEIRA et al,, 2021).
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O colageno é formado por cadeias de polipeptideos constituidas pela
sequéncia repetida (Gly-XY)n, onde X e Y podem ser ocupados por qualquer
aminoacido, embora essas posi¢des sejam comumente ocupadas por prolina e
hidroxiprolina (JAFARI et al., 2020). As principais fontes de colageno que mais
atendem a industria em geral sdo provenientes de mamiferos, especialmente,
bovinos e suinos.

Atualmente, por questbes sanitarias e culturais a procura por fontes
alternativas tem incentivado a busca de extraidos de organismos aquaticos ou
dos residuos provenientes de seu beneficiamento, como cabecgas, peles,
escamas (quando presentes), bexiga natatéria e ossos/carcagca (OLIVEIRA et
al., 2021).

Até momento ja foram descritos pelo menos 29 subtipos de moléculas da
familia do colageno, sendo o colageno tipo I, na qual pode ser extraido de varios
organismos de vida marinha como: lula, polvo, esponjas do mar, camarao
(TAYEL et al., 2018). O mais abundante, encontrado na pele, escamas e 0ss0s
de peixes, e mais utilizado na industria, muito devido suas propriedades fisico-
quimicas, espectroscopicas e densitométricas (OLIVEIRA et al., 2021). As
propriedades de cada molécula de colageno sinalizam viabilidade e tipo de
aplicacao industrial (SIONKOWSKA et al., 2020).

O colageno tem sido utilizado em inumeras aplicagées visando melhorias a
saude humana e animal, através do seu uso em processos de cicatrizacao,
tratamento de ferimentos e queimaduras (LIMA-JUNIOR et al., 2017; ARUMUGAMet
al., 2018). Ainda, tem sido empregado na industria alimenticia, principalmente, para
a producao de gelatina (PANG et al., 2017), na industria de couro para confeccao de
bolsas e sapatos, e no segmento cosmético para protecdo da pele e
antienvelhecimento (ALVES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017b).

O método de extracdo (Figura 2) também pode alterar a estrutura da
molécula. E levando em consideracado que o tipo de estrutura definira a funcao, o
método de extracao deve ser escolhido com critério (extragao acida, enzimatica,
ambas, com técnicas auxiliares, como sonicagdo, entre outros, por exemplo)
(OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 2. Processo de extragdo de colageno a partir de residuos de peixe através de métodosacido e

enzimatico.
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19

A estrutura do colageno foi estudada usando varias tecnologias modernas e
pode ser observada uma variagdo de acordo com as fontes e as estac¢des do ano, o
que pode afetar suas aplicagdes e condi¢des ideais de extragdo. Além do valor
nutricional estabelecido como fonte de proteina, coldgeno e produtos derivados de
colageno podem exercer varias atividades biolégicas em potencial nas células da
matriz extracelular através dos peptideos derivados de alimentos correspondentes
apos a ingestao, e isso pode ser favoravel na aplicagdo de suplementos alimentares

e preparagoes farmacéuticas.

3.3 Produtos obtidos a partir da hidrélise do colageno

A partir da hidrélise parcial do coldgeno podem ser obtidas fontes de gelatina
que podem ser provenientes de aves, mamiferos, suino, peixe. Algumas matérias-
primas alternativas chamaram a atencdo de pesquisadores e da industria, ndo
apenas porque superam as preocupacoes religiosas compartilhadas por judeus e
mucgulmanos, mas também porque fornecem, em alguns casos, vantagens
tecnoldgicas sobre as gelatinas de mamiferos (CASANOVA et al., 2020).

As peles de peixes de varias espécies estdo entre as outras fontes que
foram amplamente estudadas para a producdo de gelatina de alta qualidade com
diferentes temperaturas de fusado e gelificacdo em uma faixa muito mais ampla do
que as gelatinas de mamiferos, mas ainda assim tém uma for¢ca e viscosidade de
gel suficientemente alta (SILVA, et al., 2018; SULTANA et al., 2018).

Para ser consumida, a gelatina passa por processos de purificacdo para
melhor uso industrial, principalmente na area de alimentos. No entanto, a
aceitabilidade dos produtos de gelatina depende muito das fontes animais. As
gelatinas extraidas de fontes suinas e bovinas tém caracteristicas atraentes, mas
aceitacao limitada devido a proibicdes religiosas e possiveis ameacas zoondbticas,
enquanto a gelatina de peixe é bem-vinda em todas as religides e culturas (ALl et al.,
2018).

3.5 Producao de gelatina com pele de peixe
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A pele de peixe tem sido um dos principais residuos utilizados na industria do
processamento de pescado e frutos do mar (ABDLHEDI et al., 2017; SULTANAet al.,
2018). Embora alguns estudos registrem a producdo de gelatina proveniente de
outros tipos de residuos, por exemplo, a escama de carpa-comum, Cyprinus carpio
(HUANG etal.,, 2018), a gelatina proveniente da pele tem apresentado maior
rendimento e consequentemente, é a mais aplicada para a elaboracao de produtosna
industria. Através da (Tabela 1) é possivel identificar a variedade de espécies
aquaticas ja registradas na literatura utilizadas para a extracdo de colageno e

producéao de gelatina para fins biotecnologicos.

Tabela 1 - Espécies de peixes utilizadas para a produgao de gelatina a partir de residuos de pele.

Espécie Autor

Oreochromis niloticus Zhang et al.(2016)

Ictalurus punctatus Zhang et al. (2016)
Bkhairia et al. (2016)
Sila et al. (2017)

Abdelhedi et al. (2017)

Liza aurata
Anguilla anguilla

Hemiramphus far

Ctenopharyngodon idellus
Hypophthalmichthys nobilis
Oncorhynchus mykiss

Probarbus jullieni

Cyprinus carpio

Brycon amazonicus

Colossoma macroponum
Katsuwonus pelamis

Aluterus monoceros

Epinephelus diacanthus

Cai et al. (2017)
Huang et al. (2017)

Cheunget al. (2017)
Ali et al. (2018)

Santos et al. (2018)

Silva et al. (2018)

Silva et al. (2018)

AksunTumerkan et al. (2019)

Renukaetal. (2019)
Renuka et al. (2019)
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Salmo salar Pepczynska et al. (2019)
Oreochromis aureus Sow et al. (2019)

Pollachius virens Casanova et al. (2020)
Oreochromis mossambicus Tan et al. (2020)

Fonte: Autor

3.5 Peptideos de colageno de peixe

Os peptideos derivados do colageno de origem aquatica servem como
antioxidantes. A atividade de eliminagao de radicais € devida principalmente a alta
presenca de prolina (Pro) e glicina (Gly) dentro de sua sequéncia de aminoacidos
que desempenham um importante papel na doagao de proétons a radicais deficientes
em elétrons (SUN et al., 2017).

Estudos em humanos e animais demonstraram e sugerem que a ingestao de
peptideos de colageno de baixo peso molecular (geralmente, entre 2 kDa e 6 kDa)
pode melhorar as condi¢cbes subjetivas e objetivas da pele e atenuar os danos
induzidos pela radiacdo UV na pele (LEON-LOPEZ, et al., 2019).

A eficacia dos peptideos de colageno depende do histérico dos sujeitos e das
condicdes ambientais. Varios estudos in vitro demonstraram que o peptideo Pro-Hyp
exerce atividades bioldgicas significativas em fibroblastos e queratinécitos. Estes
efeitos podem estar associados ao beneficio efeitos causados pela ingestdao de
peptideos de colageno. Os efeitos do Pro-Hyp nos fibroblastos que migram da pele
sao diferentes daqueles sobre os fibroblastos emlinhas celulares (BENAYAHU et al.,
2018; SATO et al., 2018).

A capacidade dos peptideos para resistir em varias condicdes
gastrointestinais e térmicas pode ser util para a sua aplicagdo como ingrendienre
(SINGH e VIJ, 2018). Alguns peptideos podem influenciar fungdes cerebrais

superiores, como ingredientes para o desenvolvimento de alimentos funcionais e
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aplicagcdées nutracéuticas (aprendizado e memdria, em humanos e animais. Os
dipeptideos e tripeptideos podem atravessar a parede intestinal e entrar diretamente
na corrente sanguinea, podendo atingir os 6rgaos-alvo para exercer os seus efeitos

neuroprotetores (XU et al., 2015).

A hipertensao € um disturbio resultante de uma interagcéo de fatores genéticos
e ambientais e €& reconhecido como um alvo-chave para controlar a mortalidade
relacionada a doenga cardiovascular. A enzima conversora da angiotensina (ACE) é
uma metaloprotease de zinco ligada @ membrana que catalisa a clivagem proteolitica
de um dipéptido do terminal carboxilo em Angiotensina-I para formar angiotensina-ll|
(GIORDANO et al.,, 2018). Os efeitos desses peptideos bioativos sao devidos

N e g

renina-angiotensina aldosterona.

Os medicamentos inibidores da ECA, como captopril, lisinopril e o enalapril,
comprovadamente bem sucedidos no tratamento da hipertensao. Entretanto, o uso
de drogas anti-hipertensivas sintéticas esta associado a varios efeitos colaterais,
como secura, tosse, irritacdo da pele, angioedema e dor de cabecga. Os peptideos
inibidoresda ECA mais potentes contém Hyp-GlyPro, ja tendo sido obtidos da
hidrolise de colageno proveniente de organismos aquaticos, representando uma

alternativa aos anti-hipertensivos (FELICIAN et al., 2018).

Os problemas crescentes da resisténcia multipla a bactérias, os riscos
potenciais para a saude de antimicrobianos e conservantes quimicos para alimentos
levou a uma busca por fontes baseadas na natureza para a producadode peptideos
antimicrobianos. Sendo os organismos aquaticos uma das fontes alternativas, os
peptideos antimicrobianos (AMPs) foram isolados e caracterizadosa partir de peixes e
varias espécies de invertebrados marinhos, incluindo esponjas, cnidarios, artropodes
e moluscos (OLIVEIRA, et al., 2021). Peptideos com funcao antimicrobiana oriundos
de organismos aquaticos constituem uma nova geracao de antibiéticos, tendo sido
relatado acao contra Bactérias Gram-negativas e Gram- positivas (ZAMORANO-
APODACA et al., 2020).

Esses peptideos possuem porgdes catidnicas, que facilitam sua interacao
com membranas de patégenos microbianos (FELICIAN et al., 2018). Outra funcao

biologica importante desses peptideos € de poderem ser utilizados para satisfazer
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necessidades biomédicas especiais, incluindo sensibilidade de certas enzimas
superexpressas em microambientes tumorais, ligacdo seletiva a células tumorais
desejadas, melhorar a eficiéncia de penetracdo da membrana celular e até regulagéo
da apoptose de células tumorais (BECHMANN et al.,, 2018; JACOB et al., 2018;
RONG et al., 2018).

Com base no contexto mencionado acima, os procedimentos para a
producdo de peptideos biologicamente ativos podem ser amplamente
classificados em dois grupos: (i) peptideos naturalmente ativos que podem ser
diretamente extraidos de fontes marinhas; (ii) peptideos que podem ser obtidosa
partir da hidrélise de proteases de organismos marinhos com a utilizacdo deuma
variedade de enzimas digestivas, por exemplo, colagenase (GIORDANO et al.,
2018).

3.6 Residuos do pescado como fonte de enzimas de interesse biotecnoldgico

As enzimas atuam como catalisadores bioldgicos no metabolismo
(TRINCONE, 2011), assumindo papel fundamental nos processos de digestaode
macromoléculas e na regulagcdo de varias reagdes quimicas, além de outras
fungcbes do organismo. As espécies de peixes sdo fontes ricas em conteudo
enzimatico, sobretudo de proteases (enzimas que atuam clivando proteinas
provenientes da dieta), acidas (pepsina, por exemplo) e alcalinas (tripsina,
quimotripsina, fibrinolitica, colagenase, por exemplo (GURUMALLESH et al.,
2019; SILVA et al., 2019).

Devido suas propriedades fisico-quimicas, como: temperatura, pH,
termoestabilidade, entre outras, as enzimas de peixes acabam ocupando uma
parcela significativa no mercado global de enzimas, sendo matéria-prima para
varias aplicacbes biotecnoldgicas: téxtil, producdo de couro, detergente,
biomédica, terapéutica, entre outros (OLIVEIRA et al., 2017), como descrito na
Tabela 2.

Tabela 2 - Aplicagdes biotecnoldgicas das principais enzimas de peixes utilizadas na industria



Nome cientifico

Coryphaena
hippurus

Thunnusalalunga

Thunnusalalunga

Cynoscionleiarchus

Nome
vulgar

Dourado

Albacora

Albacora

Pescada
branca

Enzima

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Colagenase
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Aplicacéo Autor

Componente para Santos et al.
producao (2020)
de detergente

Componente para Poosin etal.
producao (2019)
de detergente

Extracdo de carateno Poosin etal.
proteina (2019)

Oliveira etal.

Producao de
(2019)

peptideos de
colageno
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Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de artigos, O artigo
‘Extraction of collagenolytic enzyme from fish viscera by phase partitioning
(peg/citrato) and its potential for industrial application*® foi publicado no
periodico Boletim do Instituto de Pesca, volume 46, artigo 4 ou p. 01-08, 2020, ISSN:
1678-2305, link para acesso:
https://doi.org/10.20950/1678-2305.2020.46.4.593
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ABSTRACT

Internal viscera fish are potential sources of protein biomolecules of biopharmaceutical interest.
However, this residue is frequently discarded inappropriately. The possibility to obtain byproducts
of higher added value is a reality. Inside this view attention must be given to processes for the
recovery and extraction of target molecules. However, the high cost of processing these residues is
one of the obstacles to their reuse; techniques that facilitate their handling and make the process
cheaper are desirable, such as extraction in a two-phase aqueous system. Thus, the aim of this study
was to extract collagenolytic enzymes from common snook (Centropomus undecimalis) using a
two-phase aqueous system (polyethylene glycol/citrate), according to the 2+ factorial design, using
as variables: molar mass of PEG (M,), PEG concentration (C,./), citrate concentration (C_), pH,
still, considering purification factor (FP), partition coefficient (K), and yield (Y). The collagenolytic
activity of the crude extract was 102.41 U mg”, after partitioning, was purified 3.91 times (Mg
8000; C,.;: 20.0%; C 0 20.0% and pH 6.0). Inhibition (U mg*) was observed in benzamidine
(22.51), TLCK (21.05), TPCK (21.29), and PMSF (23.05), signaling to be a serine-protease. The
results showed the advantage of this semipurification technique as concerns to the low cost of
extraction and purification, adding value to the fishing source material and allocating the residues
from its processing to the industry.

Keywords: biotechnology; collagenase; by-products; residue.

EXTRACAO DE ENZIMA COLAGENOLITICA DAS VISCERAS DE PEIXES POR
PARTICAO DE FASES (PEG/CITRATO) E SEU POTENCIAL PARA APLICAGCAO
INDUSTRIAL

RESUMO

Visceras internas de peixes sdo fontes potenciais de biomoléculas proteicas de interesse
biofarmacéutico. No entanto, esse residuo é frequentemente descartado de forma inadequada.
A possibilidade de obtengao de subprodutos de maior valor agregado é uma realidade. Dentro
desta visdo, atencdo deve ser dada aos processos de recuperacio e extragdo de moléculas-alvo.
Como o alto custo do processamento desses residuos é um dos obsticulos para sua reutilizagao,
técnicas que facilitem seu manuseio e barateiem o processo sio desejaveis, como a extracdo em
sistema bifdsico. Assim, o objetivo deste estudo foi extrair enzimas colagenoliticas de robalo-
flecha (Centropomus undecimalis) usando sistema bifdsico (polietilenoglicol/citrato), de acordo
com o planejamento fatorial 2¢, tendo como varidveis: massa molar do PEG (M,,,), concentragdo
de PEG (C,), concentragdo de citrato (C,,), e pH; ainda, considerando: fator de purificagio
(PF), coeficiente de parti¢do (K) e rendimento (Y) como respostas. A atividade colagenolitica do
extrato bruto foi de 102,41 U mg™. Apés o particionamento, a amostra foi purificada 3,91 vezes
(M, 8000; C,,..: 20,0%; C,.: 20,0% e pH 6,0), sendo inibida (U mg™) pela benzamidina (22,51),
TLCK (21,05), TPCK (21,29), e PMSF (23,08), sinalizando tratar-se de uma serino-protease. Os
resultados mostraram a vantagem desta técnica de semipurificagdo no que diz respeito ao baixo
custo de extracdo e purificacio, valorizando a matéria-prima pesqueira e destinando os residuos
de seu processamento para a industria.

Palavras-chave: biotecnologia; colagenase; subprodutos; residuo.
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INTRODUCTION

The need forreuse of waste is a practice that has been increasingly
encouraged, especially organic solids, such as those from the
fishing industry. During the processing of fish there is a lot of
organic matter that is produced, among them: head, tail, fins, skin,
scales and internal viscera (stomach, intestine, pyloric caecum,
mesentery, among others), most of these materials are discarded.
Special attention must be given to proteic macromolecules of that
have high biotechnological interest. Recently, fishing waste has
been the subject of research on their applications in human and
animal health (Ideia et al., 2020; Oliveira et al., 2020).

From digestive viscera of aquatic organisms, it is possible to extract
various proteases (pepsin, trypsin, chymotrypsin and collagenases
and/or enzymes with similar catalytic functions) (Oliveira et al.,
2017a; Gurumallesh et al., 2019; Silva et al., 2019). Enzymes
with collagenolytic properties of aquatic organisms have already
been recovered and partially purified from digestive residues
of Neotropical fish species (Silva et al., 2019; Oliveira et al.,
2017b; Liu et al., 2019). The collagenolytic property (collagen
cleavage) is quite required in industry, mainly biomedical and
pharmaceutical, being applied in surgical procedures (Zhao etal.,
2019), intracerebral therapies (Chen-Roetling et al., 2019), wound
healing (Abood etal., 2018), extraction of collagen and production of
bioactive peptides (Bhagwat and Dandge, 2018), fibrosis treatment
(Villegas et al., 2018), and treatment of Dupuytren (Zhang et al.,
2019), thus making these enzymes fall into the category of high
commercial value proteases (Oliveira et al., 2017c).

Various methods of separating protein biomolecules for
biopharmaceutical use have been used to obtain collagenolytic
enzymes with a higher degree of purity, the main ones being
chromatographic (ion exchange, molecular exclusion) (Kim et al.,
2002; Park et al., 2002). However, the high cost of obtaining it
makes it necessary and desirable to constantly search for altemative
sources and for extraction processes that are fast, efficient and
low cost, such as liquid-liquid exfraction, using the aqueous two-
phase system (ATPS) (Oliveira et al., 2020). ATPS is a form of
partitioning where the system is formed by two distinct phases
employing a polymer (usually, polyethylene glycol, PEG) and
a salt (citrate, sulfate, phosphate, for example). In aquaculture,
the extraction by ATPS has been successful in the recovery of
microalgae products (Phong etal., 2018; Suarez Garciaetal., 2018),
mainly ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (Suarez
Ruizetal., 2018), proteases from hepatopancreas of pacific white
shrimp (Senphan and Benjakul, 2014), and alkaline proteases from
albacore tuna (Thunnus alalunga) liver (Sripokar etal., 2017) and
spleen (Poonsin et al., 2017), and intestine from peacock bass
(Cichla ocellaris) (Oliveira etal., 2020). Thus, this study aimed to
partition a collagenolytic protein from digestive waste of common
snook (Centropomus undecimalis), using two-phase aqueous
system (PEG/citrate) for future biotechnological applications.
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MATERIAL AND METHODS

Materials

Azocoll substrate, Tris, polyethylene glycol (PEG) of 400,
3350 and 8000 molar mass, dehydrate tri-sodium citrate and
monohydrate citric acid salts used were obtained from Sigma-
Aldrich®, Saint Louis, USA. HCI-Merck, Darmstadt, Germany.
All other reagents were used of analytical grade.

Extraction of collagenolytic enzyme

Digestive viscera of common snook (Brazilian Genetic
Heritage n°A25441A) were collected from fish sellers in the
public market of Sdo José, Recife, Pernambuco, Brazil. The
viscera were transported under refrigeration in ice bags to the
Bioactive Technology Laboratory, LABTECBIO, Federal Rural
University of Pernambuco, UFRPE. The enzymatic extraction
was done by the description by Oliveira et al. (2019). Primarily,
30 g of intestinal viscera were macerated in 50 mM Tris-HCI
extraction buffer, homogenized (IKARW 20D S32, Guangzhou,
China) for 5 min., at 10,000-12,000 rpm (4°C), and centrifuged
at 12,000 x g (Sorvall® Superspeed RC-6 Centrifuge, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for 30 min. at 4°C. The
resulting supernatant was preheated to 55°C for 30 min., was
centrifuged again. The resulting supernatant was called crude
enzyme extract, used in later analyzes, as shown in Figure 1.
The common snook (Centropomus undecimalis) crude extract
was subjected to ATPS PEG/citrate technique to extract and pre
purify of collagenolytic protease (Figure 1).

Protein determination

The protein concentrations of all samples were determined by
the method of bicinchoninic acid (BCA) according to Smith et al.
(1985).

Extraction of aqueous two-phase systems (ATPS)

For enzyme extraction, the ATPS runs were formed in different
concentrations according to the 2*-factorial design, described
in Table 1. The solution of sodium citrate (30% w w™) was
prepared by mixing solutions of dihydrate tri-sodium citrate
and monohydrate citric acid to obtain pH values (6.0, 7.0 and
8.0) and different volumes of these solutions were transferred to
15 mL-graduated tubes containing different PEG concentrations
with different molar masses (400, 3350 or 8000 g mol™). This
mixture was added the crude extract accounting for 20% (w w)
of total mass and after water addition up to a final mass of 5 g, the
suspensions were then homogenized in a vortex for 1 min., and
the two phases were separated by settling for 1 h. The influence
of independents variables poly(ethylene glycol) molecular mass
(M;). PEG concentration (C,,), sodium citrate concentration
(Cgpp) and pH, was verify under the response variables protease
collagenolytic partition (K), yield (Y) and purification factor
(PF) according to a 2*-factorial complete design, composed of
16 runs; all independent variables were evaluated at two levels
(+1 and -1) (Table 1), with three replicates at the central point (0)
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Figure 1. Biphasic system extraction of proteases from common snook (Centropomus undecimalis). A - Exemplary of C. undecimalis;
B - Digestive viscera; C- Crude enzymatic extract; D- ATPS system with intestinal extract.

Table 1. Factors levels and variables used in the 2*-factorial
design selected for protease collagenolytic extraction by the
PEG/Citrate ATPS.

Levels
Variable
Low (-1) Central (0) High (+1)
M, (8 mol™) 400 3350 8000
Cpp (oW wh) 20.0 22.0 24.0
Cop (%ow wh) 15.0 175 20.0
pH 6.0 7.0 8.0

M, =PEG molar mass; Cy., =PEG concentration; C, = Citrate concentration

used to estimate the experimental error as described by (Barros-
Neto etal., 2003). After the experiments, the statistical analysis of
the data was performed using the Statistica 8.0 program (Statsoft
Inc., 2008).

Determination of ATPS parameters

The protease collagenolytic partition coefficient (K) was
determined as the ratio of collagenolytic activity (U mL") in the
PEG-rtich top phase (CAt) to that in the salt-rich bottom phase
(CAb): K =CA/CA,.

The yeld (Y) was determined as the ratio of the total collagenolytic
activity in the top phase to that in the crude extract and expressed
as a percentage: Y= (CA x V. / CA_ x V) x 100; where, V,
and V_ are the volumes of the top phase and the crude extract,
respectively.

The purification factor (PF) was defined as the ratio of the
specific activity in the top phase to its initial value in the crude

Silva et al. Bol. Inst. Pesca 2020, 46(4): e593. DOL: 10.20950/1678-2305.2020.46.4.593

extract before partition: PF = (CA, /Pt)/(Ca,, /Pt ); where Pt
(proteinin phase rich PEG) and Pt , (protein in crude extract) are
the total protein concentrations (mg mL™) and CA, (collagenolytic
in phase rich PEG) and CA _ (collagenolytic in crude extract) are
collagenolytic activities (U mL™?).

Collagenolytic assay

Collagenolytic activity was performed according to Oliveira et al.
(2020). First, in microtube (2 mL), 5 mg of the azocoll, 500 pL of
50 mM Tris-HCI (pH 7.5) and 500 pL of enzymatic sample were
added, incubated at 55°C for 30 min., under constant agitation.
Then, the reaction was stopped (200 pL of 40% trichloroacetic
acid, TCA) for 10 min., to then be centrifuged (10,000 x g for
10 min at 4°C). The reading was done at 520 nm. All tests were
performed in triplicate.

Inhibitor sensitivity

The evaluation of sensitivity to inhibitors was carried outaccording
to Oliveira et al. (2019). Briefly: in Eppendorf (2 mL), in the proportion
of 1:1, the partitioned sample was subjected to Benzamidine,
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK),
Tosyl phenylalanone chloromethylKylethyl ketone (TPCK), for
a period of 30 min., to then determine the collagenolytic activity
(U mg?). Data are expressed as mean + SD. These data were
statistically analyzed by ANOVA, followed by a post hoc (Tukey)
test, when indicated. Differences between groups were accepted
as significant at the 95% confidence level (p <0.05).
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RESULTS

The two phases formation of intestine extracts was not observed
nruns 1, 3,9 and 11 after the addition of the crude extract in the
system (Table 2). The results obtained of partition coefficient (K)
indicating that the collagenolytic protease has higher affinity for
the upper phase of the system (rich in PEG), since K >1 values
were obtained. It was observed that only in tests 5 and 7 the
enzyme partitioned for lower phase of the system.

The effect of independent variables and their interactions evaluated
of factorial design showed that K was positively influenced by
the PEG molar mass (M,,) (Table 3).

In the runs formed by the polymer with molar mass 8.000 g mol™*
higher values of partition coefficient were obtained (13.17 and
14.78), indicating once again the affinity of the collagenolytic
protease for the upper phase of system (rich in PEG). The interaction
between the M,,. . and pH (1X4) had a significant negative effect
under the K for p <0.05.

This interaction presented the antagonistic effect since a
lower pH value combined with the higher polymer molar mass

Table 2. Matrix of the full factorial design (2%) with conditions
and results of the collagenolytic protease partition.

MPEG CPEG CCIT YPEG

@mory %) (o) PH K gy PF
1 400 20 15
2 8000 20 1 6]

Ensaio

*kok *kk *kok

9.39 236.24 3.80

3 400 24 15 sk kkk Kok
- 8000 24 15 13.17 220.07 0.30
5 400 20 20 0.63 20.04 0.01
6 8000 20 20 1478 326.52 391
7 400 2420 0.81 53.01 051
8 8000 24 20 417 12098 1.15
9 400 20 15

10 8000 20 15
11 400 24 15
12 8000 24 15

243 9498 044

k% FEE kkk

6

6

6

6

6

6

6

6

g kkE ke
8

8

8 356 110.75 1.02
8

8

8

8

7

7

13 400 20 20 10.95 207.51 2.32
14 8000 20 20 330 146.10 2.39
15 400 2420 1.16 3434 0.83
16 8000 24 20 624 12352 124
17(C) 3350 22 175 843 16426 1.23
18(C) 3350 22 175 9.39 200.07 1.18
19(C) 3350 22 175 7 778 179.65 1.20

(8000 g mol*) favored the enzymatic partition for the polymeric
phase. For the activity Yield (Y) values above 100% were
observed in the upper phase of the system in the extraction of
the collagenolytic protease from C. undecimalis (Table 2). As
well as, in the statistical analysis of K, it was possible to observe
a strong significative positive influence of M, under Y in the
upper phase (Y, ) and the negative influence of the interaction
between M, . and pH (1x4) for p <0.05 (Table 3).

The highest purification factors (PF) 3.91 was obtained on the
run 6, formed with PEG molar mass 8000 (g mol”) in 20.0%
(w w') concentration, 20% (w w) of citrate concentration at
pH 6.0 (Figure 2). Just like for K and Y activity, the independent
variable M, also had the strong significative positive effect on
PF, already, the polymer concentration had a significative negative
effect for this variable response. The interaction between variables
the M, G, and pH (1x2x4) was positively significant (p <0.05)
for obtaining for this variable (Table 3).

Inthe investigation of sensitivity to inhibitors, the common snook
collagenolytic enzyme partitioned by the ATPS system showed
reduced activity when exposed, in decreasing order (%): PMSF
(23.08+0.00%), benzamidine (22.51+ 0.02%), TPCK (21.29+0.02Y),
and TLCK (21.05+0.01), all tests being statistically significant.

Table 3. Statistical analysis for the responses of collagenolytic
protease by PEG-Citrate ATPS performed according to the 2*
experimental design.

Variables K ) ‘. PF

(DM, 13.41° 14.80* 91.51*
(2) Cpeee -3.80 -5.13% -67.54*
B)Cyp 4.16 5.14% 59.01*
(4)pH -4.72% -3.61 -12.40%
1x2 2.11 -122 -50.49*
1x3 -4.19 -3.61 -4.75%
1x4 -11.29% -8.31% -57.76%
2x3 -6.84% -5.A1% -17.09*
2x4 0,29 0,12 31.95*%
3x4 5.49* 3.36 33:02¥
1x2x3 -0.91 -121 -0.04

1x2x4 6.42 5.85*% 66.41*
1x3x4 -1.08 -1.33 -12.14%
2x3x4 1.92 -0.76 -38.59*%

M,,. . =PEG molarmass, C,.=PEG concentration; C . =Citrate concentration;
K=Partition coefficient; Y= Yield; PF = Punfication factor; ***No phase formation
after addition of extract. (C) = Central point.

Silva et al. Bol. Inst. Pesca 2020, 46 (4): €593, DOI: 10.20950/1678-2305.2020.46.4.593

K = Partition coefficient; Y = Activity yield; PF = Purification factor;
M, =PEG molarmass; C,. . =PEG concenfration; C_ =Phosphate concenration;
*Statistically significant p <0.03.
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Figure 2. Scatter plot graphic of the simultaneous effects of PEG molar mass (M,; ) and PEG concentration (C, ) on the Purification
Factor (PF) in the top phase to extraction of collagenolytic protease from C. undecimalis using factorial design 2* by aqueous two-

phase systems.

DISCUSSION

The common snook has been identified as a promising
species for supplying enzymes, such as trypsin, chymotrypsin
(Concha-Frias et al., 2016), leucine aminopeptidase, carboxypeptidase
A, lipase, o-amylase, acid phosphatases, alkaline phosphatase
(Jimenez-Martinez et al., 2012), and collagenases (Silva et al.,
2019). The richness in proteases of the sea bass intestinal viscera
has aroused interest for investigations that may lead to the reuse
of its residues and at the same time provide alternative sources of
biomolecules. Silva etal. (2019) extracted protease from common
snook intestinal viscera using only maceration and centrifugation
techniques. Here, the aqueous two-phase system (ATPS) was
chosen due to the efficiency in the extraction of collagenolytic
proteases described for waste from fishery resources, mainly in
the efficient extraction of proteases (Kuepethkaew et al., 2017;
Phongetal., 2018; Poonsin etal., 2017; Sripokar et al., 2017; Suarez
Garciaetal., 2018; Suarez Ruiz et al., 2018; Oliveira et al., 2020).

ATPS was a fast method for extracting proteases of digestive
viscera from common snook, corroborating with what was
described by Porto et al. (2007) and Amaral et al. (2020) when
they submitted proteases to the same partitioning conditions,
observing the non-formation of phases when displacement of
salt and polymer concentrations were below the binodal curve

Silva et al. Bol. Inst. Pesca 2020, 46(4): 593. DOI: 10.20950/1678-2305.2020.46.4.593

for PEG 400 g mol. The PEG phase potentialized the enzymatic
activity, meeting that described by Oliveira et al. (2020) in which
the elimination of inhibitors from the enzymatic extract of peacock
bass is reported, favoring the increase in collagenolytic activity
(pH 8.0; 12.5% PEG 8000 g mol*; 10.0% phosphate).

Kuepethkaew et al. (2017) reported partitioning using ATPS
(25% PEG 1000 g mol™; 15% MgSO,; pH 5.0) as an efficient
recovery technique with good yield and high degree of purification;
while Ketnawa etal. (2013) reported an increase in yield (365.53%)
when performing a second ATPS cycle (15% PEG 2000 g mol;
15% sodium citrate; pH 8.5) in digestive viscera extracts of giant
catfish (Pangasianodon gigas) for partitioning alkaline proteases,
indicating that ATPS can be expanded to industrial production.

The statistical analysis of results showed that the independent
variable M, had a strong influence forall the variables evaluated
in the presentstudy (K, Y, and PF). M, had a positive influence
indicating that the higher molar mass of the polymer (8000 g mol)
favored the enzymatic partition for the upper phase of the ATPS,
improved Y activity, and increased the purification factor.

Generally, with the increase in molar mass and concentration
of polymer, occurs the K values decreasing. This phenomenon is
known as the volume exclusion effect, since, the available free
volume is reduced for the protein in the PEG-rich phase, leading
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to the partition of the biomolecules to the lower phase of the
system (Igbal et al., 2016; Nadar et al., 2017).

However, as increase in the polymer molar mass occurs simultaneous
increases in your hydrophobicity, due to increase in hydrophobic
area to hydrophilic group ratio (Leong et al., 2015) which results
in an increase in the number of hydrophobic interactions formed
between the protein and the polymer molecules. Collagenolytic
proteases have hydrophobic regions that favor their interaction
with PEG and their partitioning to the upper phase (PEG-phase)
of the system. Others authors report this behavior when studying
the partitioning of these enzymes in ATPS formed by PEG-salt
(Rosso et al., 2012; Oliveira et al., 2020).

After the partitioning step, the samples were submitted to
sensitivity to inhibitors. The extracts of the common snook (C.
undecimalis) showed a marked reduction in activity when subjected
to classical inhibitors of serine proteases, mainly trypsin and
chymotrypsin, presenting a significant difference in all treatments
(p<0.05). Similar inhibition results by Benzamidine, TLCK, and
PMSF were found for the pre-purified collagenolytic enzyme from
smooth weakfish (Cynoscion leiarchus) (Oliveira et al., 2017a).
Enzymes belonging to the class of metalloproteases activities
are significantly reduced after exposure to EDTA. In a parallel,
the correlation of the effects of the inhibitors on the enzymatic
action can indicate the class of the target enzyme.

According to the results described herein, itis likely that the purified
enzyme in question is of the serine protease class, corroborating with
those described by Teruel and Simpson (1995), Roy et al. (1996),
Kim et al. (2002), Park et al. (2002), Wu et al. (2010), Souchet
and Laplante (2011), Sriket et al. (2011), Oliveira et al. (2017a),
Silva et al. (2019), and Oliveira et al. (2020) for collagenolytic
serine proteases extracted from fishing resources, such as winter
flounder (Pseudopleuronectes americanus), shore Crab (Carcinus
maenas), Filefish (Novoden modestrus), Mackerel (Scomber
Japonicus), red sea bream (Pagrus major), Snow Crab (Chionoecetes
opilio), fresh water prawn (Macrobrachium rosenbergii), Smooth
weakfish (C. leiarchus), Bluefish (Pomatomus saltatrix), and
peacock bass (Cichla ocellaris), respectively.

CONCLUSIONS

In this study, collagenolytic protease was successfully extracted and
semi purified from internal viscera from common snook using the
biphasic partition method. Because it is a fast and simple technique
when compared to the most improved chromatographic methods,
it was possible to prove its feasibility for large-scale application in
fish farming residues. All intestinal waste was reused, suggesting
that this practice can be included in management plans to reduce
environmental impact. The salt used (citrate) is not considered
a polluting element and the polymer used can also be reused,
which would reduce processing costs. The partitioned enzyme
was recovered with a high degree of purification similar to the
collagenolytic serine-proteases extracted using chromatographic
techniques. Thus, the use of fish residues as a promising raw material
in the supply of collagenolytic proteases for biopharmaceutical

Silva et al. Bol. Inst. Pesca 2020, 46(4): €593. DOI: 10.20950/1678-2305.2020.46.4.593

applications is suggestive, mainly to compose formulations of
healing ointments.
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Resumo/Abstract

The growth in fish consumption has been increasing in recent years and this is linked
to the search for a healthy, balanced diet, a source of high protein content, fast
digestion process and low cost. These benefits have been very satisfactory for
peoplewho have some type of comorbidity, especially for hypertensive, diabetic and
morbidlyobese people. From the skin, acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble
collagen (PSC) were obtained. Both collagens (ASC and PSC) were hydrolyzed and
characterized using electrophoresis and Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FT- IR). In the SDFA purification process, the enzyme was concentrated in
polyethylene glycol (PEG) and presented a yield of 3.91. The ASC and PSC collagen
yields were 7.28% and 9.06% based on dry weight. In hydrolysis, the peptides had
higher production after the period of 36 hours. In the electrophoresis, it was possible
to verify the electrophoretic profile of the collagens with the presence of two bands in
each band(ASC and PSC) with a variation of 200 kDa to 120kDa, being more intense
in the (PSC). already in the hydrolysis, the peptides the variation was of 70kDa to 32k.
In FT-IR, the presence of amino acids and imino acids (proline and hydroxypoline) of

intac collagen molecules, known as amide A, amide B, amide | and amide Il and
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amide lll, were verified. In view of this study, it was possible to verify the importance
of reusing fish by-products for the extraction of biomolecules and their ability to
produce peptides, making them relevant for a future investigation of their biological

potential.

Palavras-chave/Key words: Collagen, Fish by-products, peptide fractions.

1. Introducéo

O crescimento do consumo de peixes tem sido cada vez maior nos ultimos
anose isso esta atrelado a busca por uma alimentacdo saudavel, balanceada, fonte
de altoteor proteico, rapido processo de digestdo e de baixo custo. Esses beneficios
tém sido muito satisfatério para pessoas que possuem algum tipo de comorbidade,
principalmente, para hipertensos, diabéticos e obesidade mérbida.

Em paralelo a esse alto consumo, destaca-se a quantidade de residuos
gerados pela comunidade pesqueira e industrias de pescado, que por sua vez,
podem ser reaproveitados a partir de ossos, pele, dentina, barbatanas, escamas,
visceras intestinais, para a obtencdo de biomoléculas de interesse comercial e
biotecnolégico como o colageno. (KARAYANNAKIDIS & ZOTOS, 2016; VIJI et al.,
2019; VALIMAA

etal., 2019) .
O colageno de subprodutos de peixe tem sido uma excelente alternativa

paraaplicagdes biotecnologicas, pois apresenta grande aplicabilidade nas industrias
farmacéuticas, comésticos, terapéuticas, biomédica, farmacéutica devido as suas
propriedades bioldgicas, consisténcia e qualidade (SULTANA et al., 2018; SUN et al.,
2019). A partir do colageno também pode ser obtido, por meio de hidrodlise, os
peptideos que, por sua vez, também possuem varias aplicagcdes e potencial biologico.
Diante da importancia do colageno obtido através  dos residuos de peixe, o
objetivo deste trabalho foi obter colageno e hidrolisados proteicos a partir de residuos
do peixe robalo-flexa (Centropomus undecimalis) como potencial para possiveis

aplicagdes na industria de cosméticos e alimenticia.

2. Material e métodos

2.1.  Obtencao dos residuos
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Os residuos digestivos e a pele de (C. Undecimalis) foram fornecidos pelo Mercado
Sao José, Recife, Pernambuco, Brasil. O material biologico foi transferido sob
condi¢cdes térmicas para o Laboratorio de Avangos em Biotecnologia de Proteinas e
Tecnologia de Bioativos - Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) -

Universidade Federal Rural de Pernambuco.

2.2 Preparacao do extrato bruto

Na producéao do extrato bruto de robalo-flexa (C. undecimalis) foram utilizados
residuos do intestino, na proporcao de 1:5 (p/v) de tecido para tampao de extracao
(0,50 M Tris-HCI pH 7,5, contendo 5mM CaCl2) (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Apés a
maceracao, a suspensao foi homogeinizada por 5 min, 10.000 rpm e a 4°C, em
intervalos de 5 min., utilizando um homogeinizador de tecidos, referéncia TE -099,
Unidade Potter TECNAL). O homogeinizado foi centrifugado duas vezes por um
periodo de 30 min (cada), a 10.000 g e a 4°C, utilizando a centrifuga HERMLE Z-
513K. Apods a centrifugacao, o sobrenadante foi definido como extrato bruto, sendo

utilizado para a etapa de purificagao.

2.3.1 Obtencéao do extrato bruto e extrato parcialmente purificado

As amostras parcialmente purificadas pelo Sistema de Duas Fases Aquosas
(SDFA) foram obtidas de acordo com SILVA et al. (2020) através de um
planejamento fatorial 24, onde foi analisado o efeito das variaveis: massa molar do
polietilenoglicol- PEG (400, 3350 e 8000), concentracdao de PEG (20, 22 e 24),
concentracao de citrato
de sédio (15%, 20%, 22% e 25%) e pH (6, 7 e 8).

2.3 Determinacao de proteinas totais

A concentracao de proteina foi determinadas de acordo com Smith et al. (1985).

2.4 Pré-tratamento colageno

O colageno foi extraido a partir da pele de robalo-flexa (C. undecimalis). O
procedimento de pré-tratamento dos residuos de pele foi realizado de acordo como
método descrito por Oliveira et al. (2019). Para a remocao de proteinas nao-
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colagenosas, os residuos de pele foram a principio misturados a uma solugao de
NaOH (0,2M) a uma proporcao de 1:10 (p/v) e agitadas continuamente por 3 horas,
sendo realizada as trocas a cada 30 min. Ap6s agitagdo, lavagem com agua
destilada e afericao de pH, a pele tratada foi adicionada a uma solucao de 10% de
alcool butilico na proporcédo de 1:10 (p/v) e mantida sob agitacdo durante 6 horas
para remocao de gorduras. A etapa final do pré-tratamento (branqueamento) foi
realizada utilizando uma solucao de 3% de peréxido de hidrogénio, onde os residuos
de pele foram mantidos sob agitacdo por 1 hora. Todos os procedimentos do pré-

tratamento foram realizados sob refrigeracédo a 4°C.

2.4.1 Extracao do colageno (ASC e PSC)

O isolamento do colageno soluvel em &acido (ASC) foi realizada segundo
Hukmi; Sarbon (2018). Os residuos obtidos ap6s o pré-tratamento misturados a uma
solucéo de acido acético (0,5M) na proporcéo de 1:10 (p/v) e mantidos sob agitagcao
continua por 24 horas (4°C). Para a extragado do colageno soluvel pepsina (PSC) foi
seguido o mesmo padrao que foi realizado o ASC, com a adicdo de 600 mg de
pepsina gastrica de mucosa suina (SIGMA cod. 1002599540). Em seguida, o
material foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos. Os sobrenadantes resultantes
foram separados e submetidos a uma reextragdo com acido acético 0,5 M por 12
horas e nova centrifugacao utilizando a centrifuga HERMLE Z-513K. A precipitacao
do colageno extraido foi realizada utilizando solugdo tampdo de carbonato-
bicarbonato com pH 8,8. Em seguida foi realizada a centrifugacao, dialise (48 horas)

e liofilizacdo do colageno precipitado.

2.4.2 Rendimento do colageno ASC e PSC

O rendimento do colageno (ASC e PSC) foram calculados a partir da equacao:
rendimento (%) = peso de colageno seco (g) x 100/peso de pele de robalo-flexa (C.

undecimalis) seca (g).

2.5 Preparacao do hidrolisado de colageno

A hidrdlise do colageno extraido da pele de robalo-flexa (Centropomus undecimalis)
foi realizado de acordo com o método de Moore & Stein (1954) e Park et al., (2002)

com modificagcdes. Uma mistura contendo 5 mg de colageno, 1 mL de solucao
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tampaoTris-HCI 0,5 mM, pH 7,5 contendo 0,50 mM CaClz, e 0,2 mL da colagenase
(extrato bruto e a amostra parcialmente purificada pelo SDFA), essas mesmas
amostras foramusadas para hidrolisar o Colageno tipo I, obtido do tendao de Aquiles
bovino e incubadas por 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, em banho termostatizado a
37°C. A reacao foi interrompida pela adicdo de 0,2 mL de acido tricloroacético a
50%. Em seguida a solugcdo foi centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos.
Posteriormente, 0,2 mL do sobrenadante foi misturado com 1mL de uma solugao de
ninhidrina (4%), incubada a 100°C por 20 minutos. A seguir, cada amostra foi diluida
em 5mL de 1-propanol 50% e sua absorbancia foi mensurada a 570 nm. A curva
padrao foi determinada utilizandoleucina nas concentragées 0, 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0;
3,5; € 4,0 mM.

2.6 Caracterizacdo Estrutural do Colageno

2.6.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

O espectro de absorcao ultravioleta da pele da pele de robalo-flexa foram
registradospor um espectrofotdmetro (Agilent Technologies), modelo Cary 630 FTIR,
ATR (Reflectancia Total Atenuada) com cristal de diamante e seleneto de zinco, na
faixa espectral de 400 cm™ a 4000 cm-'. Foram utilizados 5 mg do colageno da pele
do robalo-flexa (C. undecimalis) ASC e PSC.

2.6.2 SDS-PAGE do colageno e hidrolisado proteico

A eletroforese em gel de dodecil sulfato de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE) foi
realizada de acordo com (Laemmli, 1970). Foram utilizados 10ul de colageno (ASC e
PSC) e os hidrolisados proteicos de (ASC, PSC e comercial), gel de concentragao
de 4% e o gel de separacao foi de 12% e foram submetidos a eletroforese
juntamente com uma corrente constante de 15 mA por gel. Apds a eletroforese, o gel
foi corado com solucédo de coloragcdo azul de R-250 brilhante Coomassie a 0,02%

(v/v) em 50% (v/v) metanol e 7,5% (v/v) de acido acéticos sao considerados bons.
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3.1 Extrag&o do colageno ASC e PSC
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Neste estudo, observou-se que o rendimento do colageno extraido a partir de pele
de robalo-flexa (C. undecimalis) pelo método ASC e PSC foi 7,28% e 9,06%,

respectivamente com base no peso seco. Esses rendimentos séo considerados bom

levando em consideragcdo que o rendimento pode ser baixo, como podemos

observarnas diferentes espécies (Tabela 1). E importante salientar que o rendimento

varia de acordo com a espécie, habitat, alimentacdo e o periodo de captura da

espécie.

Tabela 1. Colageno extraido a partir de residuos de pele de diferentes espécies.

Espécie

Istiophorusplatysterus
Istiophorus platypterus
Brama australis
Sepia pharaonis
Sepia pharaonis
Cichla ocellaris
Nibea japonica

Yellowfin tuna

Tecido

Pele

Pele

Pele

Pele

Pele

Pele

Pele

Pele

Método deExtracao*

ASC

PSC

ASC

ASC

PSC

PSC

PSC

ASC

Rendimento

5,76%
2,11%
1,5%
1,66%
3,93%
2,9%
8,67%

3,18%

Autor

Tamilmozhi et al. (2013)
Tamilmozhi etal. (2013)

Sionkowska etal. (2015)
Krishnamoohiet al. (2017)
Krishnamoohiet al. (2017)
Oliveira et al.(2018)
Yu et al.(2018)

Nurilmala et al.(2019)

Método de extragdo* Colageno acido-soluvel (ASC) e colageno pepsino-soluvel (PSC).

3.2 Hidrolisado proteico do colageno

Nas figuras 1, 2 e 3 é possivel observar a hidrélise dos colagenos (ASC,

PSC e Comercial). As amostras da enzima colagenolitica (EB e SDFA) foram

capazes de hidrolisar o colageno extraido, em periodo de tempo similares, obtendo o

pico da hidrolise de (ASC e PSC) em 36h, enquanto o colageno comercial

hidrolisado apresentou maior pico em 48h. Estudo realizado por Oliveira et al.,
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(2017) apresenta a hidrolise colageno comercial do tenddo de Aquiles bovino
(colageno tipo 1) por um periodo de 48 horas com proteases colagenoliticas

extraidas da pescada-branca (Cynoscion leiarchus).

Figura 1. Hidrolise do colageno extraido do robalo-flexa (C. undecimalis) pelo método ASC (Colageno
acido soluvel), utilizando amostras de enzima colagenolitica (extrato bruto e parcialmente purificado por
Sistema de Duas Fases Aquosas) por diferentes periodos de incubacédo (0, 12, 36, 48, 60, 72h) na

temperatura de 37°C.
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Figura 2. Hidrolise do colageno extraido do robalo-flexa (C. undecimalis) pelo método PSC (Colageno
acido solavel), utilizando amostras de enzima colagenolitica (extrato bruto e parcialmente purificado por
Sistema de Duas Fases Aquosas) por diferentes periodos de incubacao (0, 12, 36, 48, 60, 72h) na

temperatura de 37°C.

Hidrélise do colageno PSC

47

o 7\/ o

o 32
©
027
@22
517
€12
07
0.2

=a—S5DFA

0 12 24 36 48 60 72

Tempo de incubacéo (horas)



41

Figura 3. Hidrolise do colageno | do tenddo de Aquiles bovino, utilizando amostras de enzima
colagenolitica (extrato bruto e parcialmente purificado por Sistema de Duas Fases Aquosas) por

diferentes periodos de incubacao (0, 12, 36, 48, 60, 72h) na temperatura de 37°C.
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3.1 Espectroscopia de infravermelho transformada Fourier (FTIR)

Os espectros de FT-IR do colagenos (ASC) e (PSC) da pele de robalo-flexa (C.
undecimalis) apresentam cinco picos caracteristicos de ligacbes amida que sao os
marcadores mais comuns do polipetideo, conhecidas como amida A, amida B e
bandas de amida |, amida Il e amida lll. Esses resultados corroboram com os
estudos realizados com o colageno de pele extraidos por métodos ASC e PSC de
(Catla catla) Kumar et al. (2015), (Labeo rohita) Cozza et al. (2016), (Oreochromis
niloticus) Sun etal. (2017) e (Cichla ocellaris) Oliveira et al. (2019). Pode-se observar
através da imagens do FTIR dos colagenos ASC e PSC que as bandas de amida
estdo intactas,o0 que sdo muito similares aos do colageno ja utilizados na industria de
cosméticos (OLIVEIRA et al., 2021).

Figura 4. Espectro de FTIR do colageno ASC extraido da pele de robalo-flexa (C. undecimalis).
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3.1 Figura 5. Espectro de FTIR do colageno PSC extraido da pele de robalo-flexa (C. undecim
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3.2 Perfil eletroforético do colageno e hidrolisados proteicos por SDS-PAGE

O perfil eletroforético da extragdo de colageno do robalo-flexa (C.undecimalis)
pelos métodos (ASC e PSC) sdo mostrados na figuras 6. Ambos colagenos exibiram
padrao semelhantes, compreendendo parcialmente entre 200 kDa e 120 kDa,
respectivamente. Em ambos o0s colagenos foi observada a presenga de duas
cadeias (a1 e a2) nas faixas 1 e 2, sendo nesta ultima com maior intensidade. O
padrao eletroforético desses dois métodos de extracdo sdo semelhantes ao estudos
realizado por Sun et al., (2017), com bacalhau do pacifico (Godus macrocephalus),
Oliveira, et al., (2019) com o tucunaré (Cichla ocelaris) e tilapia Bl et al., (2019). O
perfil eletroforético dos colagenos hidrolisados (ASC, PSC e comercial) mostrados
na (figura 7) variaram de 70 kDa a 32 kDa, vale ressaltar que o hidrolisado pela
enzima parcialmente purificada, nas faixas 2, 4 e 6 sao visiveis em 32kDa. Um
estudo realizado por ZAMORANO-APODACA et al. (2020) mostra a variacdo de
27kDa a 1kDa em hidrolisados de colageno (ASC), em que é possivel observar a
presenca de peptideos mesmo abaixo de 1kDa. A partir dessa eletroforese podemos
diferenciar o colageno e o hidrolisado proteico através do peso da massa molar em
kDa, mostrando a presenca de pequenas bandas (Figura 6), mas que ainda nao é
viavel afirmar comopeptideos devido a sua massa molar ser maior comparada as que
ja foram registradas na literatura. Nesse caso, sera interessante a confirmacao de

novos estudos para definir a presenca de peptideos.
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Figura 6. Perfil eletroforético de colageno da pele de robalo-flexa (C. undecimalis). Marcador demassa
molar, linha 1: ASC; linha 2: PSC.
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Figura 7. Perfil eletroforético do coldgeno de hidrolisado da pele de robalo-flexa (C. undecimalis).
Marcador de massa molar, linha 1: Hidrolisado (ASC) com a enzima colagenolitica; linha 2: Hidrolisado
(ASC) com a enzima parcialmente purificada por Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA); linha 3.
Hidrolisado (PSC) com o extrato bruto; linha 4: Hidrolisado (PSC) com o SDFA,; linha 5. Hidrolisado do
colageno comercial do tenddo de Aquiles bovino com extrato bruto; linha 6. Hidrolisado do colageno
comercial do tendao de Aquiles bovino com
(SDFA).
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4., CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel obter o colageno e hidrolisados proteicos a partir
residuos de robalo-flexa (C. undecimalis), permitindo que esses subprodutos
agreguem valor comercial para as industrias de peixes, sejam valorizados no mercado
e reaproveitados para futuras aplicagbes industriais tendo em vista que a estrutura

deste colageno € semelhante aos colagenos utilizados na indusria de cosméticos.
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CONCLUSOES

Diante de esse estudo, foi possivel agregar valor e verificar a importancia do
reaproveitamento dos subprodutos de peixes para a obtengdo da enzima
colagenolitica, coldgeno e hidrolisados proteicos a partir do robalo-flexa (C.
undecimalis). Além disso, apresentam potencial para producao de peptideos e para
futuras aplicagdes biotecnologicas, tendo em vista que o coldgeno em estudo

apresentam a caracteristicas semelhantes ao aplicado na industria de cosméticos.
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CAPITULO 07
Pré-purificacdo de proteases colagenoliticas de figado e mistura de visceras de
tambaqui (Colossoma macropomum) usando precipitagdo com solventes organicos.
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RESUMO: Proteases sao enzimas que realizam clivagens hidroliticas de ligagoes
peptidicas das proteinas, sendo as proteases colagenoliticas de fundamental
importancia devido ao potencial uso em produtos farmacéuticos, por possuir
propriedades terapéuticas na cicatrizacao de feridas, queimaduras e no tratamento
de algumas doencas, incluindo hérnia de disco intervertebral, queloide e celulite.
Sendo assim, este estudo buscou a obtencdo de proteases colagenoliticas a partir
de residuos digestivos (figado e mistura de visceras-Mix) de exemplares de
tambaqui (Colossoma macropomum) usando precipitagdo com solventes organicos.
As visceras foram, separadamente, trituradas, maceradas, homogeneizadas e
centrifugadas para producao do extrato bruto enzimatico. Em seguida, o extrato foi
pré-purificado usandosolventes organicos (acetona e etanol) na concentracéo de 25
%. Os resultados indicaram maior atividade colagenolitica no material de figado e na
mistura devisceras(194,5 e 399,5 U/ml, respectivamente). Assim, foram recuperadas
comsucesso proteases com propriedades colagenolitica, sinalizando a
potencialidade de visceras de tambaqui como fonte dessa biomolécula.

PALAVRAS-CHAVE: Proteases, residuos, tambaqui.

ABSTRACT: Proteases are enzymes that perform hydrolytic cleavages of protein
peptide bonds, with collagenolytic proteases of fundamental importance due to their
potential use in pharmaceutical products, as they have therapeutic properties in
woundhealing, burns and in the treatment of some diseases, including intervertebral
disc herniation., keloid and cellulite. Thus, this study sought to obtain collagenolytic
proteases from digestive residues (liver and mix of viscera-Mix) from specimens of
tambaqui (Colossoma macropomum) using precipitation with organic solvents. The
viscera were separately crushed, macerated, homogenized and centrifuged to
produce the crude enzyme extract. Then, the extract was pre-purified using organic
solvents (acetone and ethanol) at a concentration of 25 %. The results indicated
greater collagenolytic activity in the liver material and in the viscera mixture (194,5
and 399,5 U/ml, respectively). Thus, proteases with collagenolytic properties were
successfully recovered, signaling the potential of tambaqui viscera as a source of this
biomolecule.

KEYWORDS: Proteases, residues, tambaqui.
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CAPITULO 11
Recuperacao de protease acida termoestavel de apaiari (Astronotus
ocellatus)
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RESUMO: O aumento da producado e consumo de peixes tém gerado uma grande
quantidade de residuos solidos: ossos, pele, escamas e visceras digestivas
(intestino, figado, estdmago). Com o intuito de aproveitar esses subprodutos, sao
extraidas diversas biomoléculas, entre elas, a colagenase, enzima capaz de clivar o
colageno. O objetivo deste trabalho foi selecionar e extrair enzimas colagenoliticas a
partir de residuos de peixes como potencial para aplicagao biotecnologica. O material
biolégicodas espécies em estudo passou pelos processos de separa¢do, maceragao
e homogeneizacdo. O de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (102,41 + 0,00
U/mg) foi a espécie que apresentou maior atividade colagenolitica dentre as demais
espécies: anchova (Pomatomus saltatrix) (82,24 + 0,00 U/mg), xixarro amarelo
(Caranx bartholomaei (26,66 + 0,00 U/mL), pampo (Trachinotus carolinus) (89,00 +
0,07 U/mg), tambaqui (Colossoma macropomum) (78,23 £ 0,00 U/mg) e tilapia-do-
NiloOreochromis niloticus (81,96 + 0,01 U/mg). A partir desses resultados observou-
se que o robalo-flecha (C. undecimalis) apresenta um possivel potencial para
aplicacao biotecnolédgica, aumento do lucro das industrias de pescados, além de
reduzir o descarte inadequado ao meio ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia, enzima, peixes, subprodutos.

ABSTRACT: The increase in fish production and consumption has generated a large
amount of waste: bones, skin, scales and digestive viscera (intestine, liver, stomach).
In order to take advantage of these by-products, several biomolecules are extracted,
including collagenase, an enzyme capable of hydrolyzing collagen. The biological
material of the species under study went through the processes of separation,
maceration and homogenization. The objective of this work was to recover
collagenolytic enzymes obtained from intestinal fish residues for industrial
application.The biological material of the species under study went through the
processes of separation, maceration and homogenization.The species of sea bass
(C. undecimalis) (102.41 = 0.00 U/mg) was the species that showed greater
collagenolyticactivity among the other species: anchovy (Pomatomus saltatrix) (82.24
+ 0.00 U/mg), yellow xixe (Caranx bartholomaei) (26.66 £ 0.00 U/mL), pampo
(Trachinotus carolinus) (89.00 £ 0.07 U/mg), tambaqui (Colossoma macropomum)
(78.23 £ 0.00 U/mg) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus) (81.96 £ 0.01 U/mg).
From these results it was observed that sea bass (C. undecimalis) has a potential for
biotechnological application, increased profit from the fish industries, in addition to
reducing inappropriate disposal to the environment.

KEYWORDS: Biotechnology, enzyme, fish, by-products.
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RESUMO: Dentre as espécies de peixes com potencial comprovado para a
piscicultura, destaca-se o Astronotus ocellatus, conhecida como Apaiari, nativa da
regido Amazonica, porém encontra-se disseminada em quase todo o Brasil. Existe
ainda uma enorme lacuna no que diz respeito aos conhecimentos acerca de suas
necessidades nutricionais. Dessa forma, o presente estudo objetivou investigar e
avaliar termicamente uma protease acida de A. ocellatus. Para tanto, foram adquiridas
visceras de exemplares adultos, as quais seriam descartadas no ambiente. O material
foi coletado com pescadores no municipio de Paulo Afonso-BA. Os tecidos
estomacais foram homogeneizados para obter o extrato bruto (EB). Foi realizada a
atividade do EB com hemoglobina bovina a 2 %, e em seguida o extrato foi exposto a
diferentes temperaturas. A atividade proteolitica do EB resultou em 7,4£0,01 U/mg, foi
obtido a temperatura étima de 552 C, também a enzima se manteve estavel ate 402 C.
O resultado obtido neste trabalho evidenciou atividade de enzimas do tipo pepsina
noextrato bruto de A. ocellatus e também sua temperatura 6tima de funcionamento.
A pepsina tem um papel fundamental na digestao de proteinas e os resultados aqui
descritos fornecem informagdes importantes para a compreensdao da fisiologia
digestiva e o desenvolvimento de uma gestdo adequada no processo de cultivo da
espécie.

PALAVRAS-CHAVE: piscicultura, proteases acidas, pepsina.

ABSTRACT: Among the species of fish with proven potential for fish farming,
Astronotus ocellatus, known as Apaiari, native to the Amazon region, stands out, but
it is disseminated in almost all of Brazil. There is still a huge gap in terms of knowledge
about your nutritional needs. Thus, the present study aimed to investigate and
thermally evaluate an acid protease from A. ocellatus. For this purpose, adult
specimens were acquired, which would be discarded in the environment. The
materialwas collected from fishermen in the city of Paulo Afonso - BA. The stomach
tissues were homogenized to obtain the crude extract (EB). EB activity was
performed with 2% bovine hemoglobin, and then the extract was exposed to different
temperatures. The proteolytic activity of EB resulted in 7.4 + 0.01 U/mg, an optimal
temperature of 55°C was obtained, also the enzyme remained stable up to 40°C. The
result obtained in this work showed activity of enzymes of the type pepsin in the crude
extract of A. ocellatus and also its optimum temperature of operation. Pepsin has a
fundamental role in the digestion of proteins and the results described here provide
important information for the understanding of digestive physiology and the
development of an adequate management in the process of cultivation of the species.

KEYWORDS: Fish farming, acid proteases, pepsin.
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RESUMO: Visceras de peixes sao consideradas como uma fonte rica de proteinas e
enzimas de qualidade e estas podem se tornar produtos finais de alto valor biolégico
quando extraidos de forma adequada, como as colagenases, que sdo as proteases
com capacidade de degradar os varios tipos de colagenos e estdo presentes em tratos
digestivos de pescados. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
colagenolitica visceral de duas espécies de peixes marinhos, Lycengraulis batesii e
Caranx crysos. Para tanto, as visceras foram higienizadas, maceradas,
homogeneizadas e centrifugadas para producao do extrato bruto enzimatico. O teor
de proteinas totais do arenque e guarajuba foi de 4,52 e 3,54 mg/ml, respectivamente,
enquanto a atividade colagenolitica volumétrica foi de 313,9 e de 132,25 U/ml,
respectivamente. Assim, as visceras de ambas as espécies se apresentaram como
forma promissora para extragdo de enzimas de interesse biomédico.

PALAVRAS-CHAVE: Residuo pesqueiro, biotecnologia, enzimas, proteinas.

ABSTRACT: Fish offal is considered to be a rich source of quality proteins and
enzymes and these can become end products of high biological value when properly
extracted, such as collagenases, which are proteases capable of degrading the various
types of collagen and are present in digestive tracts of fish. Thus, the aim of this study
was to evaluate the visceral collagenolytic activity of two species of marine fish,
Lycengraulis batesii and Caranx crysos. Therefore, the viscera were cleaned,
macerated, homogenized and centrifuged to produce the crude enzyme extract. The
total protein content of herring and guarajuba was 4.52 and 3.54 mg/ml, respectively,
while the volumetric collagenolytic activity was 313.9 and 132.25 U/ml, respectively.
Thus, the viscera of both species presented themselves as a promising way to extract
enzymes of biomedical interest.

KEYWORDS: Fishing waste, biotechnology, enzymes, proteins.
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RESUMO

Proteinas sdo macromoléculas biolégicas de importancia vital
para o organismo. Além das fungdes bioldgicas, as proteinas
tem sido alvo constante da industria por apresentarem
aplicagdes biotecnoldgicas das mais variadas nos diversos
segmentos (alimenticio, biomédico, farmacéutico, téxtil,
curtume, terapéutico, entre outros). Fontes de proteinas de alta
qualidade, o pescado tem sido considerado uma matéria-prima
valiosa e de baixo custo, principalmente no uso de seus
descartes (residuos sélidos organicos). A quantificagdo das
proteinas totais presentes numa amostra de pescado é o
primeiro passo para identificagdo de sua potencialidade. Varios
métodos espectrofotométricos tém sido utilizados visando essa
finalidade, destacando-se: método de Lowry, método de
Bradford, método do Acido bicinconinico-BCA ou de Smith e
deteccdo por absorgdo de ultravioleta-UV. Diversos fatores
devem ser levados em consideragdo na escolha do método de
quantificagdo de proteinas totais, devendo-se observar: tipo de
amostra, concentragdo da amostra, custo, a rapidez,
sensibilidade e os possiveis interferentes.

Palavras-chave: técnicas, espectrofotometria, proteinas totais,
residuos.

ABSTRACT

Proteins are biological macromolecules of vital importance for the
organism. In addition to biological functions, proteins have been a
constant target of the industry for presenting d
biotechnological applications in various segments (food,
biomedical, pharmaceutical, textile, tannery, therapeutic, among
others). High quality protein sources, fish has been considered a
valuable and low-cost raw material, mainly in the use of its
discards (solid organic waste). The quantification of the total
proteins present in a fish sample is the first step to identify its
potential. Several spectrophotometric methods have been used for
this purpose, notably: Lowry method, Bradford method,
Bicinconinic acid-BCA or Smith method and detection by
ultraviolet-UV absorption. Several factors must be considered
when choosing the method of quantification of total proteins: type
of sample, concentration of the sample, the cost, speed, sensitivity
and the possible interferents must be observed.

Keywords: total
residues.

techniques, spectrophotometry, proteins,




IDADENCOLAGENOLITICA DENS

PEIXES E CRUSTACEOS ¢
4,

AUTORES oF

Vagne de Melo Ofiveira 4
Beatriz de Aquino Magg

v

Jessica Costa da Silvaliss
'Ana Lacia Figueired

RESU

As colagenases sdo enzimas capazes de clivar a tripla hélice do
colageno, sendo altamente desejada no segmento terapéutico
para tratamento de feridas e queimaduras, cicatrizagdes e
procedimentos pés-operatérios, entre outros. As colagenases
podem ser obtidas a partir de fontes microbianas, vegetais e
animais. As colagenases utilizadas comumente na industria sdo
as de origem bacterianas e flingicas. Todavia, o alto custo para
producdo e purificagdo a partir dessas fontes tem gerado uma
busca por matéria-prima alternativa, como os residuos de
pescado. Visceras de peixes e residuos de crustaceos sdo fontes
potenciais para a obtencdo de biomoléculas colagenoliticas.
Através de etapas sistematicas para producgdo do extrato bruto
enzimatico colagenolitico, é possivel obter rapidamente a
protease para aplicagdes biotecnoldgicas. Dentre as proteases
que apresentam atividade colagenolitica estdo a tripsina e a
quimotripsina, ambas serino-proteases. Existe uma variedade
de protocolos para a extracdo e purificagdo de enzimas com
propriedades colagenoliticas obtidas a partir de visceras
intestinais de espécies de peixes Tropicais e Neotropicais,
incluindo técnicas simples até métodos mais avangados.

Palavras-chave: enzimas, proteases colagenoliticas, residuos,
visceras digestivas.

2IsEeoss e

ABSTRACT =«

Collagenases are enzymes capable of cleaving the triple helix of
collagen, being highly desired in the therapeutic segment for
the treatment of wounds and burns, scarring and postoperative
procedures, among others. Collagenases can be obtained fr
microorganism, plant, or animal sources. The most commonly
used collagenase in the industry are the ones from bacterial and
fungal origin. However, the high cost of production and
purification from these sources have generated the search for
alternative sources, such as fish residues. Fish viscera and
crustacean residues are potential sources for the obtention of
collagenolytic biomolecules. Through systematic steps for the
production of collagenolytic enzymatic crude extract, it is
possible to rapidly obtain protease biotechnological
applications. Trypsin and chymotrypsin are among the
proteases that present collagenolytic activity, both are serine
proteases. There are various protocols for the extraction and
purification of enzymes with collagenolytic properties obtained
from intestinal viscera from Tropical and Neotropical fish
species, including simple techniques or more advanced
methods.

Keywords: enzymes, collagenolytic proteases, residue, digestive
viscera.
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RESUMO

As gelatinas sdo misturas de diferentes compostos conhecidos
como cadeias a, cadeias B e cadeias y, obtidas a partir da
hidrélise parcial do colageno sob diferentes condigdes (acidas,
alcalis, enzimaticas e altas temperaturas). Ainda, faz parte da
composi¢do os sais e agua. As principais fontes dessa matéria-
prima sdo as provenientes de mamiferos (suinos e bovinos),
porém restricdes sanitarias, socioculturais e religiosas sdo
fatores limitantes. Como substituto eventual, as visceras de
peixes tém sido cada vez mais utilizadas como matéria-prima
(peles, escamas, carcaga, 0ossos e até a bexiga natatdria). As
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas e reoldgicas da
gelatina extraida e produzida de peixes tém favorecido sua
utilizagdo no ambito industrial (alimenticio e terapéutico). A
produgdo de gelatina é realizada em passos sistematicos que
objetivam otimizar sua producdo e a obtengdo de um produto de
qualidade e apto para uso comercial.

Palavras-chave: biopolimero, gelatina, proteina, residuos.

ABSTRACT

Gelatins are a mixture of different compounds known as a
chains, B chains and y chains, obtained from partial hydrolysis
of collagen under different conditions (acid, alkali, enzymatic
and high temperature). Also, salts and water are part of the
structure. The main sources of this raw material are the ones
from mammals (porcine and bovine), but sanitary, sociocultural
and religious restrictions are limiting factors. As an eventual
substitute, fish viscera have been increasingly used as source
material (skin, scales, carcass, bones and swimming bladder).
The physicochemical and rheological characteristics and
properties of gelatin extracted and produced from fish have
favored its use in the industrial segment (food and therapeutical
products). The production of gelatin is performed in systematic
steps that aim to optimize its production and the obtention of a
quality product that is apt for commercial use.

Keywords: biopolymer, gelatin, protein, residues.
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RESUMO

As proteases sdo um conjunto de enzimas com a capacidade de
clivar proteinas, sendo o grupo de enzimas de maior interesse
industrial. Proteases podem ser obtidas de fontes vegetais,
microbianas e animais. Proteases extraidas, purificadas e
caracterizadas a partir de residuos de organismos aquéaticos
tem sido cada vez mais utilizadas no mercado global de
proteases. A partir do processamento do pescado, é possivel
obter pepsina, tripsina, quimotripsina, colagenases, enzimas
fibrinoliticas, entre outras. O primeiro passo para sua
determinacdo é a preparacdo do extrato bruto enzimatico da
viscera-alvo de peixes, crustaceos e/ou moluscos. O ensaio
propriamente dito para determinagdo de proteases
inespecificas foi adaptado por Azevedo e colaboradores (2003)
para realizagdo em microplaca e utiliza a azocaseina como
substrato, sendo considerado um método rapido, facil e
econdmico de investigar a presenga desse grupo de enzimas em
extratos brutos enzimaticos ou em materiais purificados.

Palavras-chave: proteases inespecificas, residuos, visceras
digestivas.
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ATIVIDADEYDE PROTEASES
INESPECIFICAS DE PEIXES,
CRUSTACEOS E MOLUSCOS

ABSTRACT

Proteases are a set of enzymes with the capacity to cleave
proteins, being the group of enzymes with the biggest indus
interest. Proteases can be obtained from plant, microorga

or animal sources. Proteases that are extracted, purified and
characterized from residues of aquatic organisms have been
increasingly used in the global protease market. From the
processing of fish, it is possible to obtain pepsin, trypsin,
chymotrypsin, collagenases, fibrinolytic enzymes, among
others. The first step to their determination is the preparation of
the enzymatic crude extract from the target viscera of fish,
crustaceans and/or mollusks. The essay for the determination
of nonspecific proteases was adapted by Azevedo and
collaborators (2003) for microplate and uses azocasein as
substrate, being considered a fast, easy and economic method
of investigating the presence of this group of enzymes in
enzymatic crude extracts or in purified materials.

Keywords: nonspecific proteases, residue, digestive viscera.
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RESUMO

O aumento da producédo e consumo de peixes tém gerado uma grande quantidade de residuos
solidos: 0ssos, pele, escamas e visceras digestivas (intestino, figado, estbmago). Com o intuito
de aproveitar esses subprodutos, sdo extraidas diversas biomoléculas, entre elas, a colagenase,
enzima capaz de clivar o colageno. O objetivo deste trabalho foi selecionar e extrair enzimas
colagenoliticas a partir de residuosde peixes como potencial para aplicacdo biotecnolégica. O
material bioldgico das espécies em estudo passou pelos processos de separagdo, maceracao e
homogeneizacdo. O de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (102,41 + 0,00 U/mg) foi a
espécie que apresentou maior atividade colagenolitica dentre as demais espécies: anchova
(Pomatomus saltatrix) (82,24 + 0,00 U/mg), xixarro amarelo (Caranx bartholomaei (26,66 *
0,00 U/mL), pampo (Trachinotus carolinus) (89,00 + 0,07 U/mg), tambaqui

(Colossoma macropomum) (78,23 + 0,00 U/mg) e tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus
(81,96 + 0,01 U/mg). A partir desses resultados observou-se que o robalo-flecha (C.
undecimalis) apresenta um possivel potencial para aplicagdo biotecnologica, aumento do lucro
das industrias de pescados, alem dereduzir o descarte inadequado ao meio ambiente.

Palavras-chave: biotecnologia, enzima, peixes, subprodutos. ABSTRACT

'kl)'he incrke:ase in fish production and consumption has generated a large amount of waste:
ones, skin,

scales and digestive viscera (intestine, liver, stomach). In order to explore these by-products,
several biomolecules are extracted, including collagenase, an enzyme capable of hydrolyzing
collagen. The aimof this study was to recover collagenolytic enzymes obtained from intestinal
fish residues for industrialapplication. The biological material of the species under study went
through separation, maceration and homogenization processes. The species of seabass
(Centropomus undecimalis) (102.41 + 0.00 U/mg) was the species that showed greater
collagenolytic activity among the other species: anchovy (Pomatomus saltatrix) (82.24 + 0.00
U/mg), yellow xixe (Caranx bartholomaei) (26.66 + 0.00 U/mL), pampo (Trachinotus
carolinus) (89.00 + 0.07 U/mg), tambaqui (Colossoma macropomum) (78.23 +

0.00 U/mg) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus) (81.96 = 0.01 U/mg). From these results
it was observed that sea bass (C. undecimalis) has a potential for biotechnological application,
increased profit from the fish industries, in addition to reducing inappropriate disposal to the
environment.

Keywords: biotechnology, enzyme, fish, by-products.

1 INTRODUCAO
A producdo mundial de pescados para consumo humano em 2018 de acordo com a

Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) foi de 156 milhdes de
toneladas, esse volumeda-se a producdo de aquicultura 82,1 (MT) correspondente a (52%), e
da pesca 74,1 t equivalente a (48%). Esses dados relatam o quanto o consumo de peixes tem
sido cada vez maior pela populagdo mundial, aumentando assim, a quantidade de residuos
solidos gerados (FAO, 2020).
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A indGstria pesqueira vem crescendo muito ao enfrentar o grande desafio de
aproveitamento dossubprodutos do pescado como alternativa de aumentar o lucro e evitar o
desperdicio no processamento do pescado (PINTO et al., 2017), sendo assim, 0ssos, pele,
escamas, cabecas e visceras digestivas (estdbmago, figado e intestino) (SILVA et al., 2018) tém
sido aproveitados para a extracdo de biomoléculas, entre elas, as enzimas colagenoliticas
(OLIVEIRA et al., 2019). Essas enzimas apresentam varias aplicagdes como: na industria
téxtil, producdo de couro, detergente, biomédica (OLIVEIRA et al., 2017a). A partir dessas
aplicacdes, V€ que alguns peixes ja apresentam potencial, exemplo, tilapia-do-Nilo, a qual se
utiliza a pele para tratamento biomédico (LIMA et al.,2017). Como forma de aproveitar 0s
residuos e evitar o desperdicio, este trabalho objetivou recuperar enzimas colagenoliticas
obtidas a partir de residuos intestinais de espécies de peixes visando investigar seu potencial

biotecnoldgico.

2 MATERIAL E METODOS )
2.1 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Bioativos, LABTECBIO,

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

2.2 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO
As visceras intestinais empregadas foram provenientes: robalo-flecha (C. undecimalis),

anchova (Pomatomus saltatrix)sendo adquirida junto a col6nia de pescadores do Pina, em
Recife-PE, xixarro amarelo (Caranx bartholomaei) e pampo (Trachinotus carolinus) pela
colénia de pescadores em Jaguaripe, Itamaracd-PE, tambaqui (Colossoma macropomum) e
tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) pela Estacdo de Aquicultura da Universidade Federal
Rural de Pernambuco.Ap6s o processamento, os residuos foram selecionados e tratados
separadamente, a saber: intestino, figado e resquicios de musculo; para posterior recuperacao

de proteases colagenoliticas.

2.3 EXTRACAO ENZIMATICA
A extracdo enzimatica a partir dos residuos sélidos de robalo (C. undecimalis),

anchova (P. saltatrix), xixarro amarelo (C. bartholomaei) tambaqui (C. macropomum) e
tilapia-do-Nilo (O. niloticus) e pampo (T. carolinus) foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Oliveira et al.(2017b). A razdo de visceras para tampdo de extracdo
(0,05M de Tris-HCI, pH 7,5, contendo 5 mM de CaCly) foi de 1:5 (p/v). Todas as visceras

recolhidas foram homogeneizadas separadamente durante 5 minutos em um homogeneizador
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2.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE COLAGENOLITICA

A determinacdo da atividade colagenolitica foi realizada segundo metodologia descrito
por Oliveira et al. (2017b), utilizando Azo dye-impregnatedcollagen - Azocoll (Sigma) como
substrato. Uma mistura de reacdo, que contém 5 mg de azocoll, 500 pl de 50 mM Tris-HCI

(pH 7,5) que continha CaCl. 5 mM e 500 pl de extrato enzimatico, foram incubados a 55°C

durante 30 minutos, sob agitacdo constante e em quadruplicata. Posteriormente, foram
adicionados 200 ul de &cido tricloroacético (TCA) e incubadas para parar a reacdo. Apés 5
minutos, as amostras foram centrifugadas (Centrifuga SorvallSuperspeed RC-6, Carolina do
Norte, EUA) a 10.000 x g durante 5 minutos, a 4°C. A leitura da amostra foi realizada com
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 595 nm. Uma unidade de enzima foi

definida como a quantidade de enzima necesséria para aumentar a absor¢éo de 0,01 a 595 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
ApoOs o0s residuos intestinais serem processados (macerados, homogeneizados

centrifugados) para a producdo do extrato bruto, observa-se que todas as espécies apresentam
grande teor de proteinas e atividades colagenoliticas (tabela 1), porém a espécie robalo-flecha
(C. undecimalis) apresentou maior teor de proteinas e atividade colagenolitica comparada as
demais espécies, que embora apresentem dados inferiores, todas as espécies deste estudo se
mostram superior ao estudo realizado por Daboor et al. (2012), cuja atividade colagenolitica
foi 11.63 + 2.14 U/mg, respectivamente.

Estudo realizado por Oliveira et al. (2019) com a viscera (intestino) da espécie tucunaré
(Cichlaocellaris) mostra o valor do teor de proteinas e atividade colagenolitica inferior ao deste
estudo, emborao extrato enzimatico tenha passado por 4 etapas, apenas a etapa 2 se mostrou
superior. No entanto a atividade colagenolitica do xixarro amarelo (C. bartholomaei) foi

inferior comparado a este mesmo estudo.

Dosagem de proteinas Atividade Colagenolitica
Espécie Nome popular (U/mg) (U/mg)

Centropomus undecimalis Robalo-flecha 1666,02 + 0,00 102,41+ 0,00
Pomatomus saltatrix Anchova 1659,61 + 0,00 82,24 + 0,00
Caranx bartholomaei Xixarro amarelo 413,44 + 0,05 26,66 + 0,00
Trachinotus carolinus Pampo 484,27 + 0,01 89,00 + 0,07
Colossoma macropomum Tambaqui 514,83+ 0,04 89,00 + 0,07
Oreochromis niloticus Tilapia-do-Nilo 1223 +0,28 81,96 + 0,01

Tabela 1. Resultados da atividade colagenolitica e proteinas das espécies.
Fonte: propria
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4 CONCLUSAO

A partir deste estudo conclui-se que as visceras intestinais indicam um grande potencial
aplicacdes biotecnoldgicas, principalmente da do robalo-flecha (C. undecimalis), a qual
apresentou melhor atividade colagenolitica, dentre as demais espécies. Essas enzimas apos a
submissdo de varios processos de purificacdo podem ser aplicadas na industria em diversas
areas, contribuindo para o aumento do lucro ndo sé das grandes indUstrias pesqueiras como do
préprio aquicultor, além de reduzir os descartes inadequados desses residuos para 0 meio

ambiente.
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