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RESUMO 

 
Os peixes têm se tornado um produto de grande valia para os consumidores em 

geral, isto, devido ao seu consumo e demanda na produção por ser um alimento 

saudável e bastante recomendado em dietas nutricionais, onde pode-se encontrar 

grandes fontes de proteínas, vitaminas e ômega3. Em consequência desse alto 

consumo, surge um aumento significante da quantidade de resíduos sólidos gerados 

pelas indústrias pesqueiras, que são descartados de maneira inadequada ao meio 

ambiente. O objetivo desse trabalho foi obter a enzima colagenolítica, colágeno e 

hidrolisado proteíco a partir de resíduos do robalo-flexa (Centropomus undecimalis). 

Utilizou-se vísceras intestinais para obtenção da enzima colagenolítica (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 variáveis: massa molar do polietilenoglicol - PEG (400, 

3350 e 8000), concentração de PEG (20, 22 e 24), concentração de citrato de sódio 

(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 colágeno ácido-solúvel (ASC) e colágeno 

pepsino-solúvel (PSC). Ambos os colágenos (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 proteícos a partir da 

ação da enzima colagenolítica do extrato bruto e parcialmente purificado utilizando 

os colágenos ASC e PSC. No processo de purificação por SDFA, a enzima teve 

predileção pela na fase PEG, apresentando fator de purificação e coeficiente de 

partição 3,91 e 14,78, respectivamente. A variável independente massa molar do 

PEG também apresentou efeito positivo no fator de purificação, enquanto que a 

concentração de polímero teve um efeito negativo para esta variável resposta. No 

teste de inibidores a enzima parcialmente purificada apresentou inibição de 74% na 

BENZ, 76% PMSF, 78% TLCKe 78% TPCK .O rendimento do colágeno ASC e PSC 

foram de 7,28% e 9,06%, respectivamente com base no peso seco. Na eletroforese, 

foi possível verificar o perfil dos colágenos com a presença de bandas (ASC e PSC) 

com variação de 200 kDa a 120kDa, sendo mais intensa no PSC. Na análise do 

colágeno através do FT-IR foram verificadas a presença de amida A, amida B e 

bandas de amida I, amida II e amida III. A hidrólise foi mais efetiva após 36 horas, 

apresentando pela eletroforese bandas mais intensas de massas molares de 70kDa 

e 32kDa. Diante desse estudo, foi possível agregar valor e verificar a importância do 

reaproveitamento dos subprodutos de peixes para a obtenção da enzima 

colagenolítica e colágeno, bem como a obtençãode hidrolisados proteícos que podem 

ser utilizados para a produção de ração, inclusive, para os próprios peixes e 

produção de peptídeos e sua potencialidade biológica. 

Palavras-chave: Resíduos Pesqueiros, Subprodutos de Peixes, Hidrólise 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 omega3. 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 I, amide II and amide III 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 INTRODUÇÃO 

 
A cada dia os peixes têm se tornado um alimento bastante presente na mesa 

dos consumidores, devido a sua alta qualidade nutricional, tornando promissor o 

aumento da sua produção. Em paralelo ao consumo, destaca-se a grande 

quantidade de resíduos gerados, que na maioria das vezes são descartados de 

maneira inadequada ao meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2017a), podendo ser 

obtidos diversas fontes de biomoléculas, entre elas, o colágeno e as enzimas 

(KARAYANNAKIDIS & ZOTOS, 2016; VIJI et al., 2019; VALIMAA et al., 2019). 

A obtenção de colágeno a partir de resíduos de peixes não só adiciona valor 

significativo para o setor de processamento de peixes, mas também para as 

indústrias cosméticas, farmacológicas e terapêuticas (ZAMORANO-APODACA, etal., 

2020). Na obtenção de enzimas não tem sido diferente, devido às suas moléculas 

biológicas ser uma fonte de baixo custo e de fácil acesso, tem se destacado em 

diversos segmentos terapêuticos, clínicos, biomédicos, alimentício, inclusive, na 

produção de ração animal (WANDERLEY et al., 2016; CHAUHAN et al., 2017). 

A hidrólise enzimática do colágeno leva a produção de fragmentos 

comumente chamados de “peptídeos”. A enzima utilizada para essa clivagem é uma 

metaloprotease designada de “colagenase”, por ter a capacidade de clivar a tripla 

hélice dessa proteína (OLIVEIRA et al., 2017b). 

Vários estudos têm tratado a hidrólise do colágeno para a produção de 

peptídeos bioativos e investigado as suas bioatividades e os seus efeitos biológicos, 

usando modelos de ensaio in vitro e in vivo. Dentre as inúmeras funções biológicas 

desses peptídeos, as atividades antioxidante, anti-hipertensiva, antimicrobiana e a 

cicatrizante são as de mais relevado interesse no mercado clínico (JEEVITHAN et 

al., 2015; HAJFATHALIAN, et. al, 2018). 

Partindo desse princípio, é imprescindível que o reaproveitamento dos 

subprodutos de peixes para a obtenção de biomoléculas sejam mais investigados 

com o propósito de agregar valor ao produto pesqueiro, contribuir com o 

desenvolvimento do Estado de Pernambuco e fornecer ao mercado matéria-primade 

qualidade para futuras aplicações biológicas, a fim de beneficiar o consumidor 
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final. O objetivo deste trabalho foi obter enzima colagenolítica, colágeno e 

hidrolisado proteico a partir de resíduos de robalo-flexa (Centropomus undecimalis) 

visando a sua aplicação biotecnológica a partir da obtenção de biomoléculas, tendo 

em   vista   que   o   robalo-flexa   é   uma   espécie   de   captura. 



14 
 

 
2 OBJETIVOS 

 

 
2.1 GERAL 

Obter a enzima colagenolítica, colágeno e hidrolisado proteíco a partir de 

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

 

 
2.2 ESPECÍFICOS 

 

 

 Extrair colagenase a partir dos resíduos de vísceras de robalo-flexa(C. 

undecimalis); 

 Purificar a enzima colagenolítica usando o Sistema de Duas fasesaquosas 

(SDFA) através de um planejamento fatorial 24; 

 Obter colágeno ácido-solúvel (ASC) e colágeno pepsino-solúvel(PSC); 

 Caracterizar bioquimicamente e estruturalmente o colágeno ASC ePSC; 

 Obter hidrolisado proteico a partir dos colágenos utilizando a colagenase; 

 Avaliar o perfil eletroforético do colágeno e hidrolisado proteico quanto à 

composição de bandas e massas moleculares por SDS- PAGE. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
3.1 Piscicultura e Resíduos do Pescado 

 
O crescimento da indústria da Pesca e Aquicultura tem sido bastante 

promissor para a economia mundial. De acordo com os dados fornecidos pela 

Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO), em 2018 o 

total da produção mundial da pesca capturada foi a mais alta registrada, atingindo 

179 milhões de toneladas, um aumento significativo de mais de 32% em relação à 

média dos anos anteriores, podendo chegar a atingir mais de 190 milhões 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 proteínas, aminoácidos e ômega- 3 

(OLIVEIRA et al., 2017a). A partir desse princípio tem auxiliado na alimentação 

balanceada e saudável, para manter o bom funcionamento celular e de todos os 

órgãos presentes no corpo (STOHS; KITCHENS, 2019). 

Levando em consideração o alto consumo desse tipo de produto, os 

consumidores, pescadores artesanais e a indústria pesqueira têm gerado muitos 

resíduos durante as etapas de processamento/beneficiamento, pois 

aproximadamente 70% do peso dos peixes são constituídos por resíduos, tais como: 

ossos, pele, escamas, barbatanas, nadadeiras e vísceras, como fígado, estômago e 

intestino, os quais quase sempre são 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 princípio, 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 à família Centropomidae e à 

ordem Perciformes, sendo um peixe de água marinha e que também podeser 

encontrado em menor abundância em ambientes de água doce (AMARAL et al., 

2009; CORRÊA et al., 2010). 

O robalo-flexa (C. undecimalis) (Figura 1), também conhecido popularmentepor 

Camurim, tem sido uma das espécies muito presente na conservação de estoques 

naturais e na piscicultura (PEREIRA et., al 2015), tornando-o uma espécie de alto 

valor   econômico   para   a   pesca   artesanal,   esportiva   e   industrial. 



16 
 

 
Essa espécie pode ser encontrada no Sudeste dos Estados Unidos, Flórida, 

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

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

 
 
 

Fonte: Autor 

 

 

A alimentação e os hábitos do robalo são bastante diversificados, pois 

depende do seu estágio de desenvolvimento. Os juvenis, por exemplo, têm 

preferência por crustáceos e nadam em cardumes, enquanto os adultos alimentam- 

se preferencialmente por peixes e crustáceos vivem mais solitários e podem nadar 

até 100m de profundidade (PEREIRA et al., 2015). 

 
3.2 Colágeno 

 
O colágeno é uma proteína estrutural fibrosa na matriz extracelular e insolúvel, 

sendo a principal estrutura dos tecidos conjuntivos, estando presente em tendões, 

pele, ligamentos, ossos e em diversos tipos de organismos aquáticos e terrestres 

(Figura 3) (ALVES et al., 2017; RIAZ et al., 2018; SUBHAN et al., 2021), sendo 

considerado um polímero versátil e presente nos resíduos da pesca e da aquicultura 

(OLIVEIRA et al., 2021). 
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O colágeno é formado por cadeias de polipeptídeos constituídas pela 

sequência repetida (Gly-XY)n, onde X e Y podem ser ocupados por qualquer 

aminoácido, embora essas posições sejam comumente ocupadas por prolina e 

hidroxiprolina (JAFARI et al., 2020). As principais fontes de colágeno que mais 

atendem a indústria em geral são provenientes de mamíferos, especialmente, 

bovinos e suínos. 

Atualmente, por questões sanitárias e culturais a procura por fontes 

alternativas tem incentivado a busca de extraídos de organismos aquáticos ou 

dos resíduos provenientes de seu beneficiamento, como cabeças, peles, 

escamas (quando presentes), bexiga natatória e ossos/carcaça (OLIVEIRA et 

al., 2021). 

Até momento já foram descritos pelo menos 29 subtipos de moléculas da 

família do colágeno, sendo o colágeno tipo I, na qual pode ser extraído de vários 

organismos de vida marinha como: lula, polvo, esponjas do mar, camarão 

(TAYEL et al., 2018). O mais abundante, encontrado na pele, escamas e ossos 

de peixes, e mais utilizado na indústria, muito devido suas propriedades físico- 

químicas, espectroscópicas e densitométricas (OLIVEIRA et al., 2021). As 

propriedades de cada molécula de colágeno sinalizam viabilidade e tipo de 

aplicação industrial (SIONKOWSKA et al., 2020). 

O colágeno tem sido utilizado em inúmeras aplicações visando melhorias a 

saúde humana e animal, através do seu uso em processos de cicatrização, 

tratamento de ferimentos e queimaduras (LIMA-JÚNIOR et al., 2017; ARUMUGAMet 

al., 2018). Ainda, tem sido empregado na indústria alimentícia, principalmente, para 

a produção de gelatina (PANG et al., 2017), na indústria de couro para confecção de 

bolsas e sapatos, e no segmento cosmético para proteção da pele e 

antienvelhecimento (ALVES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017b). 

O método de extração (Figura 2) também pode alterar a estrutura da 

molécula. E levando em consideração que o tipo de estrutura definirá a função, o 

método de extração deve ser escolhido com critério (extração ácida, enzimática, 

ambas, com técnicas auxiliares, como sonicação, entre outros, por exemplo) 

(OLIVEIRA et al., 2021). 
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Figura 2. Processo de extração de colágeno a partir de resíduos de peixe através de métodosácido e 

enzimático. 

 

 

 
Fonte: Oliveira et al. (2021) 
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A estrutura do colágeno foi estudada usando várias tecnologias modernas e 

pode ser observada uma variação de acordo com as fontes e as estações do ano, o 

que pode afetar suas aplicações e condições ideais de extração. Além do valor 

nutricional estabelecido como fonte de proteína, colágeno e produtos derivados de 

colágeno podem exercer várias atividades biológicas em potencial nas células da 

matriz extracelular através dos peptídeos derivados de alimentos correspondentes 

após a ingestão, e isso pode ser favorável na aplicação de suplementos alimentares 

e preparações farmacêuticas. 

 

 
3.3 Produtos obtidos a partir da hidrólise do colágeno 

 
A partir da hidrólise parcial do colágeno podem ser obtidas fontes de gelatina 

que podem ser provenientes de aves, mamíferos, suíno, peixe. Algumas matérias- 

primas alternativas chamaram a atenção de pesquisadores e da indústria, não 

apenas porque superam as preocupações religiosas compartilhadas por judeus e 

muçulmanos, mas também porque fornecem, em alguns casos, vantagens 

tecnológicas sobre as gelatinas de mamíferos (CASANOVA et al., 2020). 

As peles de peixes de várias espécies estão entre as outras fontes que 

foram amplamente estudadas para a produção de gelatina de alta qualidade com 

diferentes temperaturas de fusão e gelificação em uma faixa muito mais ampla do 

que as gelatinas de mamíferos, mas ainda assim têm uma força e viscosidade de 

gel suficientemente alta (SILVA, et al., 2018; SULTANA et al., 2018). 

Para ser consumida, a gelatina passa por processos de purificação para 

melhor uso industrial, principalmente na área de alimentos. No entanto, a 

aceitabilidade dos produtos de gelatina depende muito das fontes animais. As 

gelatinas extraídas de fontes suínas e bovinas têm características atraentes, mas 

aceitação limitada devido a proibições religiosas e possíveis ameaças zoonóticas, 

enquanto a gelatina de peixe é bem-vinda em todas as religiões e culturas (ALI et al., 

2018). 

 

 
3.5 Produção de gelatina com pele de peixe 
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A pele de peixe tem sido um dos principais resíduos utilizados na indústria do 

processamento de pescado e frutos do mar (ABDLHEDI et al., 2017; SULTANAet al., 

2018). Embora alguns estudos registrem a produção de gelatina proveniente de 

outros tipos de resíduos, 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 elaboração de produtosna 

indústria. Através da (Tabela 1) é possível identificar a variedade de espécies 

aquáticas já registradas na literatura utilizadas para a extração de colágeno e 

produção de gelatina para fins biotecnológicos. 

 
Tabela 1 - Espécies de peixes utilizadas para a produção de gelatina a partir de resíduos de pele. 

 

Espécie Autor 

Oreochromis niloticus Zhang et al.(2016) 

Ictalurus punctatus Zhang et al. (2016) 

Liza aurata Bkhairia et al. (2016) 

Anguilla anguilla Sila et al. (2017) 

Hemiramphus far Abdelhedi et al. (2017) 

Ctenopharyngodon idellus Cai et al. (2017) 

Hypophthalmichthys nobilis Huang et al. (2017) 

Oncorhynchus mykiss Cheunget al. (2017) 

Probarbus jullieni Ali et al. (2018) 

Cyprinus carpio Santos et al. (2018) 

Brycon amazonicus 
 

Silva et al. (2018) 

Colossoma macroponum Silva et al. (2018) 

Katsuwonus pelamis AksunTümerkan et al. (2019) 

Aluterus monoceros Renukaetal. (2019) 

Epinephelus diacanthus Renuka et al. (2019) 
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Salmo salar 
Pępczyńska 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 Peptídeos de colágeno de peixe 
 

 
Os peptídeos derivados do colágeno de origem aquática servem como 

antioxidantes. A atividade de eliminação de radicais é devida principalmente à alta 

presença de prolina (Pro) e glicina (Gly) dentro de sua sequência de aminoácidos 

que desempenham um importante papel na doação de prótons a radicais deficientes 

em elétrons (SUN et al., 2017). 

Estudos em humanos e animais demonstraram e sugerem que a ingestão de 

peptídeos de colágeno de baixo peso molecular (geralmente, entre 2 kDa e 6 kDa) 

pode melhorar as condições subjetivas e objetivas da pele e atenuar os danos 

induzidos pela radiação UV na pele (LÉON-LÓPEZ, et al., 2019). 

A eficácia dos peptídeos de colágeno depende do histórico dos sujeitos e das 

condições ambientais. Vários estudos in vitro demonstraram que o peptídeo Pro-Hyp 

exerce atividades biológicas significativas em fibroblastos e queratinócitos. Estes 

efeitos podem estar associados ao benefício efeitos causados pela ingestão de 

peptídeos de colágeno. Os efeitos do Pro-Hyp nos fibroblastos que migram da pele 

são diferentes daqueles sobre os fibroblastos emlinhas celulares (BENAYAHU et al., 

2018; SATO et al., 2018). 

A capacidade dos peptídeos para resistir em várias condições 

gastrointestinais e térmicas pode ser útil para a sua aplicação como ingrendienre 

(SINGH e VIJ, 2018). Alguns peptídeos podem influenciar funções cerebrais 

superiores, como ingredientes para o desenvolvimento de alimentos funcionais e 
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aplicações nutracêuticas (aprendizado e memória, em humanos e animais. Os 

dipeptídeos e tripeptídeos podem atravessar a parede intestinal e entrar diretamente 

na corrente sanguínea, podendo atingir os órgãos-alvo para exercer os seus efeitos 

neuroprotetores (XU et al., 2015). 

A hipertensão é um distúrbio resultante de uma interação de fatores genéticos 

e ambientais e é reconhecido como um alvo-chave para controlar a mortalidade 

relacionada à doença cardiovascular. A enzima conversora da angiotensina (ACE) é 

uma metaloprotease de zinco ligada à membrana que catalisa a clivagem proteolítica 

de um dipéptido do terminal carboxilo em Angiotensina-I para formar angiotensina-II 

(GIORDANO et al., 2018). Os efeitos desses peptídeos bioativos são devidos 

principalmente à inibição da enzima conversora da angiotensina I (ECA) no sistema 

renina-angiotensina aldosterona. 

Os medicamentos inibidores da ECA, como captopril, lisinopril e o enalapril, 

comprovadamente bem sucedidos no tratamento da hipertensão. Entretanto, o uso 

de drogas anti-hipertensivas sintéticas está associado a vários efeitos colaterais, 

como secura, tosse, irritação da pele, angioedema e dor de cabeça. Os peptídeos 

inibidoresda ECA mais potentes contêm Hyp-GlyPro, já tendo sido obtidos da 

hidrólise de colágeno proveniente de organismos aquáticos, representando uma 

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

Os problemas crescentes da resistência múltipla a bactérias, os riscos 

potenciais para a saúde de antimicrobianos e conservantes químicos para alimentos 

levou a uma busca por fontes baseadas na natureza para a produçãode peptídeos 

antimicrobianos. Sendo os organismos aquáticos uma das fontes alternativas, os 

peptídeos antimicrobianos (AMPs) foram isolados e caracterizadosa partir de peixes e 

várias espécies de invertebrados marinhos, incluindo esponjas, cnidários, artrópodes 

e moluscos (OLIVEIRA, et al., 2021). Peptídeos com função antimicrobiana oriundos 

de organismos aquáticos constituem uma nova geração de antibióticos, tendo sido 

relatado ação contra Bactérias Gram-negativas e Gram- positivas (ZAMORANO- 

APODACA et al., 2020). 

Esses peptídeos possuem porções catiônicas, que facilitam sua interação 

com membranas de patógenos microbianos (FELICIAN et al., 2018). Outra função 

biológica importante desses peptídeos é de poderem ser utilizados para satisfazer 
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necessidades biomédicas especiais, incluindo sensibilidade de certas enzimas 

superexpressas em microambientes tumorais, ligação seletiva a células tumorais 

desejadas, melhorar a eficiência de penetração da membrana celular e até regulação 

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 

produção de peptídeos biologicamente ativos podem ser amplamente 

classificados em dois grupos: (i) peptídeos naturalmente ativos que podem ser 

diretamente extraídos de fontes marinhas; (ii) peptídeos que podem ser obtidosa 

partir da hidrólise de proteases de organismos marinhos com a utilização deuma 

variedade de enzimas digestivas, por exemplo, colagenase (GIORDANO et al., 

2018). 

 

 
3.6 Resíduos do pescado como fonte de enzimas de interesse biotecnológico 

 
As enzimas atuam como catalisadores biológicos no metabolismo 

(TRINCONE, 2011), assumindo papel fundamental nos processos de digestãode 

macromoléculas e na regulação de várias reações químicas, além de outras 

funções do organismo. As espécies de peixes são fontes ricas em conteúdo 

enzimático, sobretudo de proteases (enzimas que atuam clivando proteínas 

provenientes da dieta), ácidas (pepsina, por exemplo) e alcalinas (tripsina, 

quimotripsina, fibrinolítica, colagenase, por exemplo (GURUMALLESH et al., 

2019; SILVA et al., 2019). 

Devido suas propriedades físico-químicas, como: temperatura, pH, 

termoestabilidade, entre outras, as enzimas de peixes acabam ocupando uma 

parcela significativa no mercado global de enzimas, sendo matéria-prima para 

várias aplicações biotecnológicas: têxtil, produção de couro, detergente, 

biomédica, terapêutica, entre outros (OLIVEIRA et al., 2017), como descrito na 

Tabela 2. 

 
Tabela 2 – Aplicações biotecnológicas das principais enzimas de peixes utilizadas na indústria 
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Nome científico Nome 

vulgar 

Enzima Aplicação Autor 

Coryphaena 
hippurus 

 
Dourado 

 
Tripsina 

 
Componente para 

produção 

de detergente 

 
Santos et al. 

(2020) 

Thunnusalalunga Albacora Tripsina Componente para 
produção 

de detergente 

Poosin etal. 
(2019) 

Thunnusalalunga Albacora Tripsina Extração de carateno 
proteína 

Poosin etal. 
(2019) 

Cynoscionleiarchus Pescada 
branca 

 
Colagenase Produção de 

peptídeos de 
colágeno 

Oliveira etal. 
(2019) 
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Os resultados dessa tese estão 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 

periódico 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 

https://doi.org/10.20950/1678-2305.2020.46.4.593
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3.5 ARTIGO 2 
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RESÍDUOS DO ROBALO-FLEXA (Centropomus undecimalis) 
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Silva Sobral1*, Juanize Matias Batista da Silva2, Thiago Pajeú Nascimento3, Vagnede 

Melo Oliveira3, Ana Lúcia Figueiredo Porto2 

1Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Ciências Farmacêuticas1* 
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Fisiologia Animal 

3Universidade Federal do Piauí 
4Universidade Federal do Acre, Centro de Ciências da Saúde e do Desporto-CCSD 

 
 

 
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 I and amide II and 
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amide III, 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. Introdução 

O crescimento do consumo de peixes tem sido cada vez maior nos últimos 

anose isso está atrelado à busca por uma alimentação saudável, balanceada, fonte 

de altoteor proteíco, rápido processo de digestão e de baixo custo. Esses benefícios 

têm sido muito satisfatório para pessoas que possuem algum tipo de comorbidade, 

principalmente, para hipertensos, diabéticos e obesidade mórbida. 

Em paralelo a esse alto consumo, destaca-se a quantidade de resíduos 

gerados pela comunidade pesqueira e indústrias de pescado, que por sua vez, 

podem ser reaproveitados a partir de ossos, pele, dentina, barbatanas, escamas, 

vísceras intestinais, para a obtenção de biomoléculas de interesse comercial e 

biotecnológico como o colágeno. (KARAYANNAKIDIS & ZOTOS, 2016; VIJI et al., 

2019; VÄLIMAA 

et al., 2019) . 

O colágeno de subprodutos de peixe tem sido uma excelente alternativa 

paraaplicações biotecnológicas, pois apresenta grande aplicabilidade nas indústrias 

farmacêuticas, comésticos, terapêuticas, biomédica, farmacêutica devido as suas 

propriedades biológicas, consistência e qualidade (SULTANA et al., 2018; SUN et al., 

2019). A partir do colágeno também pode ser obtido, por meio de hidrólise, os 

peptídeos que, por sua vez, também possuem várias aplicações e potencial biológico. 

Diante da importância do colágeno obtido através dos resíduos de peixe, o 

objetivo deste trabalho foi obter colágeno e hidrolisados proteícos a partir de resíduos 

do peixe robalo-flexa (Centropomus undecimalis) como potencial para possíveis 

aplicações na indústria de cosméticos e alimentícia. 

 
2. Material e métodos 

 
2.1. Obtenção dos resíduos 
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Os resíduos digestivos e a pele de (C. Undecimalis) foram fornecidos pelo Mercado 

São José, Recife, Pernambuco, Brasil. O material biológico foi transferido sob 

condições térmicas para o Laboratório de Avanços em Biotecnologia de Proteínas e 

Tecnologia de Bioativos - Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) – 

Universidade Federal Rural de Pernambuco. 

 
2.2 Preparação do extrato bruto 

 
Na produção do extrato bruto de robalo-flexa (C. undecimalis) foram utilizados 

resíduos do intestino, na proporção de 1:5 (p/v) de tecido para tampão de extração 

(0,50 M Tris-HCl pH 7,5, contendo 5mM CaCl2) (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Após a 

maceração, a suspensão foi homogeinizada por 5 min, 10.000 rpm e à 4°C, em 

intervalos de 5 min., utilizando um homogeinizador de tecidos, referência TE -099, 

Unidade Potter TECNAL). O homogeinizado foi centrifugado duas vezes por um 

período de 30 min (cada), a 10.000 g e a 4°C, utilizando a centrífuga HERMLE Z- 

513K. Após a centrifugação, o sobrenadante foi definido como extrato bruto, sendo 

utilizado para a etapa de purificação. 

 
2.3.1 Obtenção 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 variáveis: massa molar do 

polietilenoglicol- PEG (400, 3350 e 8000), concentração de PEG (20, 22 e 24), 

concentração de citrato 

de sódio (15%, 20%, 22% e 25%) e pH (6, 7 e 8). 

 
2.3 Determinação de proteínas totais 

A concentração de proteína foi determinadas de acordo com Smith et al. (1985). 
 

 
2.4 Pré-tratamento colágeno 

 
O colágeno foi extraído a partir da pele de robalo-flexa (C. undecimalis). O 

procedimento de pré-tratamento dos resíduos de pele foi realizado de acordo como 

método descrito por Oliveira et al. (2019). Para a remoção de proteínas não- 
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colagenosas, os resíduos de pele foram a princípio misturados a uma solução de 

NaOH (0,2M) a uma proporção de 1:10 (p/v) e agitadas continuamente por 3 horas, 

sendo realizada as trocas a cada 30 min. Após agitação, lavagem com água 

destilada e aferição de pH, a pele tratada foi adicionada a uma solução de 10% de 

álcool butílico na proporção de 1:10 (p/v) e mantida sob agitação durante 6 horas 

para remoção de gorduras. A etapa final do pré-tratamento (branqueamento) foi 

realizada utilizando uma solução de 3% de peróxido de hidrogênio, onde os resíduos 

de pele foram mantidos sob agitação por 1 hora. Todos os procedimentos do pré- 

tratamento foram realizados sob refrigeração a 4ºC. 

 
2.4.1 Extração do colágeno (ASC e PSC) 

 
O isolamento do colágeno solúvel em ácido (ASC) foi realizada segundo 

Hukmi; Sarbon (2018). Os resíduos obtidos após o pré-tratamento misturados a uma 

solução de ácido acético (0,5M) na proporção de 1:10 (p/v) e mantidos sob agitação 

contínua por 24 horas (4ºC). Para a extração do colageno solúvel pepsina (PSC) foi 

seguido o mesmo padrão que foi realizado o ASC, com a adição de 600 mg de 

pepsina gástrica de mucosa suína (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 reextração com ácido acético 0,5 M por 12 

horas e nova centrifugação utilizando a centrífuga HERMLE Z-513K. A precipitação 

do colágeno extraído foi realizada utilizando solução tampão de carbonato- 

bicarbonato com pH 8,8. Em seguida foi realizada a centrifugação, diálise (48 horas) 

e liofilização do colágeno precipitado. 

 
2.4.2 Rendimento do colágeno ASC e PSC 

O rendimento do colágeno (ASC e PSC) foram calculados a partir da equação: 

rendimento (%) = peso de colágeno seco (g) x 100/peso de pele de robalo-flexa (C. 

undecimalis) seca (g). 

 
2.5 Preparação do hidrolisado de colágeno 

 
A hidrólise do colágeno extraído da pele de robalo-flexa (Centropomus undecimalis) 

foi realizado de acordo com o método de Moore & Stein (1954) e Park et al., (2002) 

com modificações. Uma mistura contendo 5 mg de colágeno, 1 mL de solução 
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tampãoTris-HCl 0,5 mM, pH 7,5 contendo 0,50 mM CaCl2, e 0,2 mL da colagenase 

(extrato bruto e a amostra parcialmente purificada pelo SDFA), essas mesmas 

amostras foramusadas para hidrolisar o Colágeno tipo I, obtido do tendão de Aquiles 

bovino e incubadas por 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, em banho termostatizado a 

37°C. A reação foi interrompida pela adição de 0,2 mL de ácido tricloroacético a 

50%. Em seguida a solução foi centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos. 

Posteriormente, 0,2 mL do sobrenadante foi misturado com 1mL de uma solução de 

ninhidrina (4%), incubada a 100°C por 20 minutos. A seguir, cada amostra foi diluída 

em 5mL de 1-propanol 50% e sua absorbância foi mensurada a 570 nm. A curva 

padrão foi determinada utilizandoleucina nas concentrações 0, 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 

3,5; e 4,0 mM. 
 
 

2.6 Caracterização Estrutural do Colágeno 

2.6.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 
 

O espectro de absorção ultravioleta da pele da pele de robalo-flexa foram 

registradospor um espectrofotômetro (Agilent Technologies), modelo Cary 630 FTIR, 

ATR (Reflectância Total Atenuada) com cristal de diamante e seleneto de zinco, na 

faixa espectral de 400 cm-1 a 4000 cm-1. Foram utilizados 5 mg do colágeno da pele 

do robalo-flexa (C. undecimalis) ASC e PSC. 

 
2.6.2 SDS-PAGE do colágeno e hidrolisado proteíco 

 
A eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) foi 

realizada de acordo com (Laemmli, 1970). Foram utilizados 10µl de colágeno (ASC e 

PSC) e os hidrolisados proteícos de (ASC, PSC e comercial), gel de concentração 

de 4% e o gel de separação foi de 12% e foram submetidos a eletroforese 

juntamente com uma corrente constante de 15 mA por gel. Após a eletroforese, o gel 

foi corado com solução de coloração azul de R-250 brilhante Coomassie a 0,02% 

(v/v) em 50% (v/v) metanol e 7,5% (v/v) de ácido acéticos são considerados bons. 
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3. Resultados e Discussão 

 

 
3.1 Extração do colágeno ASC e PSC 

 
Neste estudo, observou-se que o rendimento do colágeno extraído 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 são considerados bom 

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

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

varia de acordo com a espécie, hábitat, alimentação e o período de captura da 

espécie. 

 
Tabela 1. Colágeno extraído a partir de resíduos de pele de diferentes espécies. 

 

Espécie Tecido Método deExtração* Rendimento Autor 

Istiophorusplatysterus Pele ASC 5,76% Tamilmozhi et al. (2013) 

Istiophorus platypterus Pele PSC 2,11% Tamilmozhi etal. (2013) 

Brama australis Pele ASC 1,5% Sionkowska etal. (2015) 

Sepia pharaonis Pele ASC 1,66% Krishnamoohiet al. (2017) 

Sepia pharaonis Pele PSC 3,93% Krishnamoohiet al. (2017) 

Cichla ocellaris Pele PSC 2,9% Oliveira et al.(2018) 

Nibea japonica Pele PSC 8,67% Yu et al.(2018) 

Yellowfin tuna Pele ASC 3,18% Nurilmala et al.(2019) 

 

 
Método de extração* Colágeno ácido-solúvel (ASC) e colágeno pepsino-solúvel (PSC). 

 

 

3.2 Hidrolisado proteíco do colágeno 

 
Nas figuras 1, 2 e 3 é possível observar a hidrólise dos colágenos (ASC, 

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

capazes de hidrolisar o colágeno extraído, em período de tempo similares, obtendo o 

pico da hidrólise de (ASC e PSC) em 36h, enquanto o colágeno comercial 

hidrolisado apresentou maior pico em 48h. Estudo realizado por Oliveira et al., 
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(2017) apresenta a hidrólise colágeno comercial do tendão de Aquiles bovino 

(colágeno tipo I) por um período de 48 horas com proteases colagenolíticas 

extraídas da pescada-branca (Cynoscion leiarchus). 

 
Figura 1. Hidrólise do colágeno extraído do robalo-flexa (C. undecimalis) pelo método ASC (Colágeno 

ácido solúvel), utilizando amostras de enzima colagenolítica (extrato bruto e parcialmente purificado por 

Sistema de Duas Fases Aquosas) por diferentes períodos de incubação (0, 12, 36, 48, 60, 72h) na 

temperatura de 37°C. 

 

 

 
 

 
Figura 2. Hidrólise do colágeno extraído do robalo-flexa (C. undecimalis) pelo método PSC (Colágeno 

ácido solúvel), utilizando amostras de enzima colagenolítica (extrato bruto e parcialmente purificado por 

Sistema de Duas Fases Aquosas) por diferentes períodos de incubação (0, 12, 36, 48, 60, 72h) na 

temperatura de 37°C. 
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Figura 3. Hidrólise do colágeno I do tendão de Aquiles bovino, utilizando amostras de enzima 

colagenolítica (extrato bruto e parcialmente purificado por Sistema de Duas Fases Aquosas) por 

diferentes períodos de incubação (0, 12, 36, 48, 60, 72h) na temperatura de 37°C. 

 

 

 

3.1 Espectroscopia de infravermelho transformada Fourier (FTIR) 

 
Os espectros de FT-IR do colágenos (ASC) e (PSC) da pele de robalo-flexa (C. 

undecimalis) apresentam cinco picos característicos de ligações amida que são os 

marcadores mais comuns do polipetídeo, conhecidas como amida A, amida B e 

bandas de amida I, amida II e amida III. Esses resultados corroboram com os 

estudos realizados com o colágeno de pele extraídos 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 colágenos ASC e PSC que as bandas de amida 

estão intactas,o que são muito similares aos do colágeno já utilizados na indústria de 

cosméticos (OLIVEIRA et al., 2021). 

Figura 4. Espectro de FTIR do colágeno ASC extraído da pele de robalo-flexa (C. undecimalis). 
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3.1 Figura 5. Espectro de FTIR do colágeno PSC extraído da pele de robalo-flexa (C. undecim 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.2 Perfil eletroforético do colágeno e hidrolisados proteícos por SDS-PAGE 
 

O perfil eletroforético da extração de colágeno do robalo-flexa (C.undecimalis) 

pelos métodos (ASC e PSC) são mostrados na figuras 6. Ambos colágenos exibiram 

padrão semelhantes, compreendendo parcialmente entre 200 kDa e 120 kDa, 

respectivamente. Em ambos os colágenos foi observada a presença de duas 

cadeias (α1 e α2) nas faixas 1 e 2, sendo nesta última com maior intensidade. O 

padrão eletroforético desses dois métodos de extração são semelhantes ao estudos 

realizado por Sun et al., (2017), com bacalhau do pacífico (Godus macrocephalus), 

Oliveira, et al., (2019) com o tucunaré (Cichla ocelaris) e tilápia BI et al., (2019). O 

perfil eletroforético dos colágenos 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 são visíveis em 32kDa. Um 

estudo realizado por ZAMORANO-APODACA et al. (2020) mostra a variação de 

27kDa a 1kDa em hidrolisados de colágeno (ASC), em que é possível observar a 

presença de peptídeos mesmo abaixo de 1kDa. A partir dessa eletroforese podemos 

diferenciar o colágeno e o hidrolisado proteico através do peso da massa molar em 

kDa, mostrando a presença de pequenas bandas (Figura 6), mas que ainda não é 

viável afirmar comopeptídeos devido a sua massa molar ser maior comparada as que 

já foram registradas na literatura. Nesse caso, será interessante a confirmação de 

novos    estudos    para    definir    a    presença    de    peptídeos. 
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Figura 6. Perfil eletroforético de colágeno da pele de robalo-flexa (C. undecimalis). Marcador demassa 

molar, linha 1: ASC; linha 2: PSC. 

 

 

 
Fonte: Própria 

 
Figura 7. Perfil eletroforético do colágeno de hidrolisado da pele de robalo-flexa (C. undecimalis). 

Marcador de massa molar, linha 1: Hidrolisado (ASC) com a enzima colagenolítica; 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 

colágeno comercial do tendão de Aquiles bovino com extrato bruto; linha 6. Hidrolisado do colágeno 

comercial do tendão de Aquiles bovino com 

(SDFA). 

 

 
Fonte: Própria 
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4. CONCLUSÕES 

 

 
Neste estudo foi possível obter o colágeno e hidrolisados proteícos a partir 

resíduos de robalo-flexa (C. undecimalis), permitindo que esses subprodutos 

agreguem valor comercial para as indústrias de peixes, sejam valorizados no mercado 

e reaproveitados para futuras aplicações industriais tendo em vista que a estrutura 

deste colágeno é semelhante aos colágenos utilizados na indúsria de cosméticos. 
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CONCLUSÕES 

 

Diante de esse estudo, foi possível agregar valor e verificar a importância do 

reaproveitamento dos subprodutos de peixes para a obtenção da enzima 

colagenolítica, colágeno e hidrolisados proteícos a partir do robalo-flexa (C. 

undecimalis). Além disso, apresentam potencial para produção de peptídeos e para 

futuras aplicações biotecnológicas, tendo em vista que o colágeno em estudo 

apresentam a características semelhantes ao aplicado na indústria de cosméticos. 
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CAPÍTULO 07 

Pré-purificação de proteases colagenolíticas de fígado e mistura de vísceras de 
tambaqui (Colossoma macropomum) usando precipitação com solventes orgânicos. 
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RESUMO: Proteases são enzimas que realizam clivagens hidrolíticas de ligações 

peptídicas das proteínas, sendo as proteases colagenolíticas de fundamental 
importância devido ao potencial uso em produtos farmacêuticos, por possuir 
propriedades terapêuticas na cicatrização de feridas, queimaduras e no tratamento 
de algumas doenças, incluindo hérnia de disco intervertebral, queloide e celulite. 
Sendo assim, este estudo buscou a obtenção de proteases colagenolíticas a partir 
de resíduos digestivos (fígado e mistura de vísceras-Mix) de exemplares de 
tambaqui (Colossoma macropomum) usando precipitação com solventes orgânicos. 

As vísceras foram, separadamente, trituradas, maceradas, homogeneizadas e 
centrifugadas para produção do extrato bruto enzimático. Em seguida, o extrato foi 
pré-purificado usandosolventes orgânicos (acetona e etanol) na concentração de 25 

%. Os resultados indicaram maior atividade colagenolítica no material de fígado e na 
mistura devísceras(194,5 e 399,5 U/ml, respectivamente). Assim, foram recuperadas 
comsucesso proteases com propriedades colagenolítica, sinalizando a 
potencialidade de vísceras de tambaqui como fonte dessa biomolécula. 

PALAVRAS-CHAVE: Proteases, resíduos, 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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CAPÍTULO 11 

Recuperação de protease ácida termoestável de apaiari (Astronotus 
ocellatus) 
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RESUMO: O aumento da produção e consumo de peixes têm gerado uma grande 
quantidade de resíduos sólidos: ossos, pele, escamas e vísceras digestivas 
(intestino, fígado, estômago). Com o intuito de aproveitar esses subprodutos, são 
extraídas diversas biomoléculas, entre elas, a colagenase, enzima capaz de clivar o 
colágeno. O objetivo deste trabalho foi selecionar e extrair enzimas colagenolíticas a 
partir de resíduos de peixes como potencial para aplicação biotecnológica. O material 
biológicodas espécies em estudo passou pelos processos de separação, maceração 
e homogeneização. O de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (102,41 ± 0,00 
U/mg) foi a espécie que apresentou maior atividade colagenolítica 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 tilápia-do- 
NiloOreochromis niloticus (81,96 ± 0,01 U/mg). A partir desses resultados observou- 
se que o robalo-flecha (C. undecimalis) apresenta um possível potencial para 
aplicação biotecnológica, aumento do lucro das indústrias 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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CAPÍTULO 24 
Do lixo para a indústria: recuperação de enzimas colagenolíticas obtidas a 
partir de resíduos intestinais de peixes para aplicação industrial 
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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 
região Amazônica, 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 ácida de A. ocellatus. Para tanto, foram adquiridas 
vísceras de exemplares adultos, as quais seriam descartadas no ambiente. O material 
foi coletado com pescadores no município 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 proteolítica do EB resultou em 7,4±0,01 U/mg, foi 
obtido a temperatura ótima de 55º C, também a enzima se manteve estável ate 40º C. 
O resultado obtido neste trabalho evidenciou atividade de enzimas do tipo pepsina 
noextrato bruto de A. ocellatus e também sua temperatura ótima de funcionamento. 
A pepsina tem um papel fundamental na digestão de proteínas e os resultados aqui 
descritos fornecem informações importantes para a compreensão da fisiologia 
digestiva e o desenvolvimento de uma gestão adequada no processo de cultivo da 
espécie. 

 
PALAVRAS-CHAVE: piscicultura, proteases ácidas, 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 55ºC was obtained, also the enzyme remained stable up to 40ºC. 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: Vísceras de peixes são consideradas como uma fonte rica de proteínas e 
enzimas de qualidade e estas podem se tornar produtos finais de alto valor biológico 
quando extraídos de forma adequada, como as colagenases, que são as proteases 
com capacidade de degradar os vários tipos de colágenos e estão presentes em tratos 
digestivos de pescados. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade 
colagenolítica visceral de duas espécies de peixes marinhos, Lycengraulis batesii e 
Caranx crysos. Para tanto, as vísceras foram higienizadas, maceradas, 
homogeneizadas e centrifugadas para produção do extrato bruto enzimático. O teor 
de proteínas totais do arenque e guarajuba foi de 4,52 e 3,54 mg/ml, respectivamente, 
enquanto a atividade colagenolítica volumétrica foi de 313,9 e de 132,25 U/ml, 
respectivamente. Assim, as vísceras de ambas as espécies se apresentaram como 
forma promissora para extração de enzimas de interesse biomédico. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Resíduo pesqueiro, biotecnologia, enzimas, proteínas. 

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 

O aumento da produção e consumo de peixes têm gerado uma grande quantidade de resíduos 

sólidos: ossos, pele, escamas e vísceras digestivas (intestino, fígado, estômago). Com o intuito 

de aproveitar esses subprodutos, são extraídas diversas biomoléculas, entre elas, a colagenase, 

enzima capaz de clivar o colágeno. O objetivo deste trabalho foi selecionar e extrair enzimas 

colagenolíticas a partir de resíduosde peixes como potencial para aplicação biotecnológica. O 

material biológico das espécies em estudo passou pelos processos de separação, maceração e 

homogeneização. O de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (102,41 ± 0,00 U/mg) foi a 

espécie que apresentou maior atividade colagenolítica 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 tilápia-do-Nilo Oreochromis niloticus 

(81,96 ± 0,01 U/mg). A partir desses resultados observou-se que o robalo-flecha (C. 

undecimalis) apresenta um possível potencial para aplicação biotecnológica, aumento do lucro 

das indústrias de pescados, além dereduzir 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 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 INTRODUÇÃO 

A produção mundial de pescados para consumo humano em 2018 de acordo com a 

Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) foi de 156 milhões de 

toneladas, esse volumedá-se a produção 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 população mundial, aumentando assim, a quantidade de resíduos 

sólidos gerados (FAO, 2020). 
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A indústria pesqueira vem crescendo muito ao enfrentar o grande desafio de 

aproveitamento dossubprodutos do pescado como alternativa de aumentar o lucro e evitar o 

desperdício no processamento do pescado (PINTO et al., 2017), sendo assim, ossos, pele, 

escamas, cabeças e vísceras digestivas (estômago, fígado e intestino) (SILVA et al., 2018) têm 

sido aproveitados para a extração de biomoléculas, entre elas, as enzimas colagenolíticas 

(OLIVEIRA et al., 2019). Essas enzimas apresentam várias aplicações como: na indústria 

têxtil, produção de couro, detergente, biomédica (OLIVEIRA et al., 2017a). A partir dessas 

aplicações, vê que alguns peixes já apresentam potencial, exemplo, tilápia-do-Nilo, a qual se 

utiliza a pele para tratamento biomédico (LIMA et al.,2017). Como forma de aproveitar os 

resíduos e evitar o desperdício, este trabalho objetivou recuperar enzimas colagenolíticas 

obtidas a partir de resíduos intestinais de espécies de peixes visando investigar seu potencial 

biotecnológico. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Tecnologia de Bioativos, LABTECBIO, 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco 

(UFRPE). 

2.2 OBTENÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO 

As vísceras intestinais empregadas foram provenientes: robalo-flecha (C. undecimalis), 

anchova (Pomatomus saltatrix)sendo adquirida junto a colônia de pescadores do Pina, em 

Recife-PE, xixarro amarelo (Caranx bartholomaei) e pampo (Trachinotus carolinus) pela 

colônia de pescadores em Jaguaripe, Itamaracá-PE, tambaqui (Colossoma macropomum) e 

tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) pela Estação de Aquicultura da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco.Após o processamento, os resíduos foram selecionados e tratados 

separadamente, a saber: intestino, fígado e resquícios de músculo; para posterior recuperação 

de proteases colagenolíticas. 

2.3 EXTRAÇÃO ENZIMÁTICA 

A extração enzimática a partir dos resíduos sólidos de robalo (C. undecimalis), 

anchova (P. saltatrix), xixarro amarelo (C. bartholomaei) tambaqui (C. macropomum) e 

tilápia-do-Nilo (O. niloticus) e pampo (T. carolinus) foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita por Oliveira et al.(2017b). A razão de vísceras para tampão de extração 

(0,05M de Tris-HCl, pH 7,5, contendo 5 mM de CaCl2) foi de 1:5 (p/v). Todas as vísceras 

recolhidas foram homogeneizadas separadamente durante 5 minutos em um homogeneizador 
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2.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE COLAGENOLÍTICA 

 

A determinação da atividade colagenolítica foi realizada segundo metodologia descrito 

por Oliveira et al. (2017b), utilizando Azo dye-impregnatedcollagen - Azocoll (Sigma) como 

substrato. Uma mistura de reação, que contém 5 mg de azocoll, 500 µl de 50 mM Tris-HCl 

(pH 7,5) que continha CaCl2 5 mM e 500 µl de extrato enzimático, foram incubados a 55°C 

durante 30 minutos, sob agitação constante e em quadruplicata. Posteriormente, foram 

adicionados 200 µl de ácido tricloroacético (TCA) e incubadas para parar a reação. Após 5 

minutos, as amostras foram centrifugadas (Centrífuga 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 

espectrofotômetro em um comprimento de onda de 595 nm. Uma unidade de enzima foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para aumentar a absorção de 0,01 a 595 nm. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após os resíduos intestinais serem processados (macerados, homogeneizados 

centrifugados) para a produção do extrato bruto, observa-se que todas as espécies apresentam 

grande teor de proteínas e atividades colagenolíticas (tabela 1), porém a espécie robalo-flecha 

(C. undecimalis) apresentou maior teor de proteínas e atividade colagenolítica 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 colagenolítica 

foi 11.63 ± 2.14 U/mg, respectivamente. 

Estudo realizado por Oliveira et al. (2019) com a víscera (intestino) da espécie tucunaré 

(Cichlaocellaris) mostra o valor do teor de proteínas e atividade colagenolítica inferior ao deste 

estudo, emborao extrato enzimático tenha passado por 4 etapas, apenas a etapa 2 se mostrou 

superior. No entanto a atividade colagenolítica do xixarro amarelo (C. bartholomaei) foi 

inferior comparado a este mesmo estudo. 

 

  Dosagem de proteínas Atividade Colagenolítica 
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 Tilápia-do-Nilo 1223 ± 0,28 81,96 ± 0,01 

Tabela 1. Resultados da atividade colagenolítica e proteínas das espécies. 

Fonte: própria 



Brazilian Journal of Technology 79 

 

4 CONCLUSÃO 

A partir deste estudo conclui-se que as vísceras intestinais indicam um grande potencial 

aplicações biotecnológicas, principalmente da do robalo-flecha (C. undecimalis), a qual 

apresentou melhor atividade colagenolítica, dentre as demais espécies. Essas enzimas após a 

submissão de vários processos de purificação podem ser aplicadas na indústria em diversas 

áreas, contribuindo para o aumento do lucro não só das grandes indústrias pesqueiras como do 

próprio aquicultor, além de reduzir os descartes inadequados desses resíduos para o meio 

ambiente. 
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