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RESUMO

As proteases colagenoliticas possuem a capacidade de hidrolisar colageno nativo e desnaturado,
sendo amplamente utilizadas em diversos segmentos biotecnoldgicos e biomédicos. Dentre
essas enzimas, as colagenases microbianas destacam-se por sua diversidade bioquimica e alta
susceptibilidade a manipulacdo genética, com os géneros Streptomyces e Trichoderma
apresentando vantagens significativas devido a termoestabilidade e elevado rendimento. Este
trabalho visou a purificagdo e caracterizacdo de uma colagenase obtida de Trichoderma isolado
do Ecétono Caatinga-Cerrado Piauiense, aliada ao desenvolvimento de um biofilme cicatrizante
inovador formulado a base de um blend polissacaridico com nanoparticulas de prata e
hidrolisado de colageno. A produgao enzimatica foi realizada por fermentagao em estado solido,
utilizando farelo de frutos de Pritchardia pacifica como substrato agroindustrial, evidenciando
o potencial sustentavel do processo. A enzima foi purificada por cromatografia de troca i6nica
anionica em DEAE-Sephadex-50, apresentando temperatura 6tima de 45°C, pH 6timo de 7,5 e
estabilidade em diferentes condigdes de pH. Paralelamente, o biofilme foi desenvolvido
utilizando quitosana e galactomanana (extraida de Cassia grandis) como matriz base. A
formulagao inclui bioativos obtidos de um processo de hidrdlise enzimdatica envolvendo
colageno bovino Tipo IV e colagenase, associados a nanoparticulas de prata sintetizadas por
método verde. O biofilme resultante ¢ biocompativel, biodegradavel, hidrofilico e apresenta
acao antibacteriana, além de potencial hipoalergénico, favorecendo a aceleragdo do processo
cicatricial. Este produto apresenta aplicacdo promissora como curativo topico de feridas e
suporte para sistemas de liberagdo de drogas, refor¢cando o aproveitamento de recursos naturais
e residuos agroindustriais. O estudo destaca a integragdo de processos biotecnologicos e
biomédicos, contribuindo para o fortalecimento da sustentabilidade e da inovagdo em satde,

industria cosmeética e biomateriais.

Palavras-chave: Trichoderma, colagenase, biofilme cicatrizante, nanoparticulas de prata,

sustentabilidade.



ABSTRACT

Collagenolytic proteases have the ability to hydrolyze both native and denatured
collagen and are becoming increasingly important commercially. Collagenases
produced by microorganisms are preferable to those produced by mammals or plants
because of the biochemical diversity and susceptibility to genetic manipulation that their
sources possess. The genera Streptomyces and Trichoderma have a great advantage
among microorganisms that produce collagenolytic enzymes, since their genetic
engineering has demonstrated great abilities in synthesizing these types of proteases,
presenting characteristics of thermostability and higher yield. Collagenases have been
described in their use in several biotechnology and biomedical segments, involving
areas such as: medicinal, pharmaceutical, food, cosmetic and textile. The present study
aimed to purify and characterize an enzyme with collagenolytic activity from
Trichoderma isolated from the Caatinga-Cerrado-Piauiense’s Ecotone and to develop a
patented utility model from a healing biofilm product formulated based on a
polysaccharide blend associated with silver nanoparticles with collagen hydrolysate.
For the purification process, the enzyme production occurred by solid-state fermentation
using Pritchardia pacifica fruit bran as an agroindustrial substrate, highlighting its
sustainable biotechnological potential. The enzyme was purified by anionic ion
exchange chromatography in DEAE-Sephadex, presenting ideal functional properties
with an optimum temperature of 45°C, optimum pH of 7.5 and stability in different pH
conditions. These results demonstrate the efficiency of the fermentation process using
agroindustrial waste and the prospects for application in areas such as health, cosmetics

industry and biomaterials, strengthening the valorization of regional natural resources.

Keywords: Trichoderma, collagenase, biotechnological potential, purification,

biomedical application.
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BDA
NaCl
HCI
NaOH
ZnS0O4
CuSO4
CaCl2
MgSo4
KClI
TCA
PMSF

EDTA

- Fermentagao Estado Sélido
- Batata Dextrose Agar
- Cloreto de Sodio
-Acido Cloridrico
-Hidroxido de Sodio
-Sulfato de Zinco
-Sulfato de cobre
-Cloreto de Calcio
-Sulfato de Magnésio
-Cloreto de Potassio
-Acido Tricloroacético
-Fluoreto de fenilmetilsulfonil

-Acido etilenodiamino tetra-acético

1. INTRODUCAO
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As enzimas, moléculas biocatalisadoras naturais, desempenham papeis essenciais nos
processos bioquimicos dos organismos vivos. Seu estudo remonta ao final do século XVIII
(NELSON; COX, 2014), e, desde entdo, elas vém sendo amplamente aplicadas em diversos
setores industriais, como téxtil, papel e celulose, alimenticio, farmacéutico, veterinario, entre
outros (SRIVASTAVA, MISHA & UPADHYAY, 2020). Essas moléculas podem ser obtidas
de fontes vegetais, animais e microbianas, sendo as ultimas destacadas pela facilidade de

produgdo em larga escala e pela replicabilidade (SOUZA et al., 2015).

Entre as enzimas de maior relevancia comercial, as proteases colagenoliticas, capazes
de hidrolisar coldgeno nativo e desnaturado, tém ganhado destaque. Essas enzimas apresentam
ampla aplicagdo em segmentos como medicina, cosméticos, alimentagdo e biotecnologia
industrial (BHATTACHARYA et al., 2019). Fontes microbianas de colagenases possuem
vantagens significativas, como maior rendimento € menor tempo de produgdo, em comparagao
as fontes vegetais e animais (SOUZA et al., 2015). Entre os micro-organismos produtores de
enzimas, bactérias e fungos filamentosos destacam-se pela producao de enzimas hidroliticas,
como as proteases, devido a alta taxa de crescimento, capacidade de utilizar diversas fontes de

nutrientes e eficiéncia no processo fermentativo (PARRADO et al., 2014; WARD et al., 2009).

A fermentagdo em estado solido (FES) ¢ uma estratégia promissora para a produgao de
enzimas, especialmente por permitir o uso de residuos agroindustriais como substratos. Essa
metodologia apresenta vantagens como baixo consumo de &agua, alta concentracdo de
metabodlitos e menor risco de contaminagdo bacteriana, além de favorecer o crescimento de
fungos filamentosos (NOVELLI. et al.,2016; CHILAKAMARRY et al.,2022). Residuos como
farelo de soja, trigo, e até mesmo a borra de café, t€ém se mostrado substratos vidveis nesse

contexto (CHIMBEKUJWO et al., 2020; ROCHA et al., 2021).

Dentre os fungos filamentosos, o género Trichoderma se destaca como uma fonte
promissora de proteases, devido a sua capacidade de crescer em substratos soélidos, alta
produgdo enzimatica e aplicabilidade biotecnologica (WEISS, 2020). Este fungo ¢ amplamente
encontrado em ecdtonos, como o Cerrado-Caatinga, onde a biodiversidade contribui para a
descoberta de micro-organismos com potencial para produzir moléculas bioativas (SOUSA et

al., 2015). Além disso, Trichoderma ¢ reconhecido mundialmente por seu uso em controle

12



biologico na agricultura, devido a sua acdo no melhoramento do solo e na inibicdo de

fitopatogenos (MORALIS et al., 2022).

Diante desse cenario, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnologico de colagenases, incluindo sua produgao, isolamento e purificacdo utilizando o
fungo Trichoderma koningiopsis (UFPIT03) como microrganismo produtor por técnica de
fermentagdo em estado sélido com farelo de frutos de Pritchardia pacifica, e a colagenase

oriunda de Streptomyces antibioticus como agente cicatrizante.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

° Avaliar o potencial biotecnologico de colagenases em duas abordagens
complementares: (1) promover a purifica¢do e caracterizagdo de uma protease com atividade
colagenolitica produzida por um fungo filamentoso do género Trichoderma, obtida por
fermentagdo em estado solido utilizando farelo de frutos de Pritchardia pacifica como
substrato; e (2) investigar a aplicacdo de uma colagenase proveniente de Streptomyces
antibioticus na formac¢do de um blend de filme polissacaridico, visando explorar suas

propriedades funcionais e possiveis aplicagdes industriais.

2.2 Objetivos especificos

° Produzir protease com acdo colagenolitica por fermentagdo em estado solido
utilizando farelo de frutos de Pritchardia pacifica.

° Purificar a protease com acao colagenolitica por cromatografia de troca idnica.

° Caracterizar bioquimicamente a enzima purificada quanto ao pH e temperatura
otima, estabilidade térmica, o efeito dos surfactantes, ions e inibidores.

° Desenvolver um biofilme cicatrizante com polissacarideos, nanoparticulas de
prata e hidrolizado de colageno.

° Avaliar o potencial biomédico e cosmético do biofilme desenvolvido.

13



3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROTEASE

Proteases sdao hidrolases, ou seja, enzimas responsaveis pela catalise de reagdes
hidroliticas em ligagdes peptidicas resultando na liberacdo de peptideos e aminoacidos
(SHARMA et al., 2018). Por serem enzimas altamente especificas possuem diversas
particularidades e sdo classificadas e ordenadas de acordo com tal. Podem ser categorizadas de
acordo com seu sitio de atuagao, em endopeptidases, aquelas que clivam proteinas a partir do
centro, ¢ exopeptidases, aquelas que clivam liga¢des peptidicas presentes nos terminais da
cadeia de carbonos da proteina (PHILIPPS-WIEMANN, 2018). Estas podem ainda ser
categorizadas de acordo com o terminal a ser clivado, sendo Aminopeptidase (proteases que
atuam no N-terminal da cadeia polipeptidica) e Carboxipeptidases (responsaveis pela clivagem
e liberacdo de aminoacidos ou peptideos no C-terminal) (GURUMALESH et al., 2019) em

geral, enzimas do mesmo tipo catalitico s@o inibidas pelos mesmos tipos de moléculas.

Proteases constituem o grupo de enzimas mais explorados comercialmente, uma vez
que estas enzimas podem ser utilizadas nas mais diversas condi¢cdes de temperatura e pH, ser
potencialmente alteradas para ajuste de estabilidade e especificidade e possuem meia-vida
maior que catalisadores quimicos industriais (ADRIO; DEMAIN, 2014). Sua possibilidade de
se ligar a um substrato em particular, justamente a outras propriedades relacionadas acima
permitem as proteases aplicabilidade em setores industriais como alimenticio atuando
principalmente na alteracdo/corre¢do da textura e aparéncia de alimentos, na indistria do
processamento do couro e téxtil em geral, em processos de biorremediagdo, recuperagdo de ions
metalicos e na area farmacéutica e medicinal onde estdo presentes na fabricacdo de
medicamentos, agentes topicos, kits para diagnostico entre varios outros (RAO et al., 1998;
MARTINEZ-MEDINA et al.,2019; BAJAJ et al., 2013). Este ultimo caso merece ateng¢ao pois
requer grau de pureza, especificidade e eficiéncia elevados, em relagdo a outros setores

industriais.

Proteases sdo biocatalisadores valiosos, amplamente empregadas em diversos
setores industriais principalmente devido a sua diversidade bioquimica, facilidade quanto de

14



manipulagdo e especificidade (CLERICI et al., 2021). Proteases com capacidade de degradar o
colageno, por exemplo, podem ser utilizadas na industria do couro, alimenticia e farmacéutica
(BHAGWAT & DANDGE, 2018). Além disso, peptideos de coldgeno ainda podem ser
empregados na fabricagdo de farmacos, hidratantes, suplementos, agentes antimicrobianos,

entre outros (YAGODA et al.,, 2014).

Enzimas proteoliticas podem ainda ser categorizadas quanto a sua especificidade,
ou mecanismo de acdo, definido por caracteristicas estruturais de seu sitio ativo ou ainda
posicao de residuo e/ou ligante metélico. Desta forma sdo agrupadas em serina, aspartico,
cisteina, glutdmico, treonina ou metalo proteases (YIKE, 2011). Outro fator importante em
relacdo a classificagdo das proteases sdo as relagdes estruturais, também relacionadas a seu
mecanismo de acdo destas proteases (GURUMALLESH et al, 2019). Um resumo das
classificagcdes de enzimas proteoliticas e seus mecanismos de acdo podem ser observadas na

Figura 1.

Figura 1. Esquema de classificagdo de proteases baseado em sitio de atuagdo,

mecanismos de acao de relacao estrutural.

AMINOPEPTIDADES
EXOPEPTIDASES
SITIO DE ATUACAO CARBOXIPEPTIDADES

]

ENDOPEFPTIDASES ]

SERINO PROTEASES I
PROTEASE

ASPARTICO PROTEASES I

MECANISMOS DE ACA0 CISTEINA PROTEASES ]

GLUTAMICO PROTEASES ]

TREONINO PROTEASES I

RELACAQ ESTRUTURAL

METALOPROTEASES l

Fonte: SRIVASTAVA; MISHRA P.K UPADHYAY. (2020), adaptado
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3.2 COLAGENASE E ATIVIDADE COLAGENOLITICA

Colagenases sdo proteases responsaveis pela clivagem do colageno, tanto nativo
quanto desnaturado, atuando assim na manutencao de tecidos e 6rgaos (OLIVEIRA, 2017),
uma representacao da clivagem do colageno pode ser observada na figura 2. Além da produgao
de peptideos, proteases com agdo colagenolitica também sdo empregadas diretamente na
industria, em processos de cicatrizagdo, de epitelizacdo por debridamento e degradagdo de
placas fibrosas formadas por enfermidades como doenca de Peyronie (JORDAN, 2008). Podem
ainda funcionar como bio-restauradores atuando na remocdo de residuos organicos
(BHAGWAT; DANDGE, 2018), na industria alimenticia atuando como amaciantes em carnes
e diminuindo as chances de contaminac¢do microbiana, ¢ na industria téxtil como amaciante de
couro, facilitando a penetracdo de corante (BHAGWAT et al., 2016; BHAGWAT; DANDGE,
2018).

Coléageno e peptideos de coldgeno sdo biomateriais de grande interesse industrial.
Estao associados a industria alimenticia, farmacéutica, e de cosméticos, estando presente em
varios outros produtos vinculados a area da saide humana e animal. Na literatura ¢ possivel
encontrar uso de peptideos de coldgeno em imunoterdpicos (GAO, 2019), tratamento de
hipertensdo (ZHUANG et al., 2012), fabricacdo de hidratantes e cosméticos relacionados a
desaceleracdo do fotoenvelhecimento (YAGODA; GUNS, 2014), alimentagdo parenteral
(USAMAH, 2019), tratamento de ulceras (YAMANAKA, 2017), atividade antimicrobiana
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011) anticancer e antioxidante (NASRI, 2019). A producio destes
peptideos biologicamente ativos ¢ realizada a partir de hidrélise enzimatica, sendo assim ¢

notorio o interesse em pesquisas por enzimas capazes de degradar o coldgeno.

Colagenases podem ser obtidas a partir de fonte animal, vegetal ou microbiana.
Dentre as colagenases de origem animal, destacam-se os subprodutos do pescado,
especialmente a nivel de figado, estdbmago, intestino, cecos pildricos, pancreas, hepatopancreas
e gordura mesentérica (OLIVEIRA, 2017). J4 em plantas, proteases colagenoliticas sdo comuns
nas espécies Ficus carica e Zingiber officinale (BHAGWAT; DANDGE, 2018). Devido a seu
complexo sistema que restringe a atividade a sitios especificos do coldgeno e aos custos de
producao e manutengdo, ha predilegcdo por colagenases provenientes de microrganismos

(WANDERLEY, 2017).
16



Colagenases de origem microbiana s3o menos especificas, capazes de degradar
colageno em mais de um local (WANDERLEY, 2017). Atualmente o microrganismo
responsavel pela maior producao de colagenase a nivel industrial ¢ Clostridium sp., entretanto
sua natureza patogénica e producdo de toxinas pode limitar a aplicagdo das enzimas
(BHAGWAT; DANDGE, 2018). Dentro desta perspectiva, o uso de metodologias de
purificacdao ¢ uma etapa crucial para o emprego destas enzimas na industria, especialmente no
campo da saude e alimentagdo (NELSON; COX, 2014). Ainda assim, proteinas colagenoliticas
obtidas a partir de microrganismos apresentam vantagens em relagdo aquelas provenientes de
animais ou plantas, uma vez que apresentam alto rendimento, maior produtividade, e facilidade

no controle das condi¢des de producao (BHAGWAT; DANDGE, 2018).

Figura 2. Representacao resumida de processo de degradacao do colageno por protease
colagenolitica. [A] Estrutura tripla-hélice de colageno; [B] Colagenase associando-se a
molécula de colageno para degradacdo; [C] Fibra de colageno degradada e [D] Peptideos e

aminodacidos liberados pela acao de protease colagenolitica em fibra de colageno “[C]”.

(A] (8] [cl (D]
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Fonte: Bhagwat & Dandge (2021), adaptado.

Colagenases sao encontradas em diversos organismos, todavia, microrganismos
sdo notorios quanto a produgdo para aplicacao industrial, devido a facilidade para producdo em
larga escala, de manipulacdo genética, e a sua diversidade bioquimica, sendo capazes de
produzir proteases com alto rendimento e caracteristicas que facilitam seu emprego nas mais
variadas areas (RAO et al.,, 1998; DUARTE et al., 2001). Além disso, dentre os microrganismos
produtores de proteases as bactérias aparecem em evidéncia por demonstrarem especificidade
mais ampla, além de poder degradar coldgeno nativo e desnaturado, ampliando sua eficiéncia e
aplicagdo (ALIPOUR et al., 2016). Clostridium sp. foi a primeira conhecida pela producao de
colagenase, sendo conhecida na literatura por até seis metalo-endopeptidase capazes de agir
sobre o coldgeno nativo isoladas a partir da sua fermentagdo, fazendo deste um dos géneros
mais estudados (HARAZONO et al., 2020; SANTOS et al., 2018). Entretanto sua natureza
patogénica limita a aplicacdo industrial da enzima, especialmente no ramo farmacéutico e/ou
biomédico, uma vez que a liberagao de toxinas por este microrganismo ¢ ndo s um risco, mas
também impde a necessidade de maiores etapas de purificagdo, aumentando os custos do
processo. Desta forma, sdo investigadas alternativas ndo patogénicas ou menos patogénicas
capazes de produzir colagenases com eficiéncia e de maneira econdmica (BHAGWAT;
DANDGE, 2019). Outros géneros em destaque sdo Pseudoalteromonas sp., que embora
também seja considerada patogénica apresentou producdo de colagenase capaz de degradar
colagenos Tipo I e gelatina (BHATTACHARYA et al., 2019); Bacillus sp. também tem
ganhado espac¢o na industria, ja sendo considerado um dos géneros que mais contribuem com a
producao industrial de colagenase (SONG et al., 2021) e Streptomyces sp. (HARAZONO et
al., 2020; SARKAR, G., SUTHINDHIRAN, K., 2020).

3.2.1 Aplicagdes Biotecnologicas de Colagenases: Da Purificagdao ao Uso Industrial em

Sauade, Cosméticos, Alimentos e Sustentabilidade

As colagenases, enzimas capazes de degradar colageno, tém despertado grande interesse
biotecnolégico devido a sua versatilidade e amplo espectro de aplicagdes. Na area da saude,
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essas enzimas s3o utilizadas no tratamento de feridas, queimaduras e ulceras, atuando na
remocgao de tecidos necrosados e promovendo a cicatrizagao (RAMOS et al., 2019). Além disso,
tém sido empregadas em procedimentos dermatologicos, como peelings enzimaticos, € em
pesquisas de medicina regenerativa, onde a degradagao controlada de colageno ¢ essencial para
a reconstru¢do tecidual (SMITH et al., 2017). Na induastria de cosméticos, as colagenases sdo
incorporadas em produtos antienvelhecimento e esfoliantes, contribuindo para a renovagao
celular e a melhoria da elasticidade da pele (KIM et al., 2019; GONZALEZ et al., 2020).
Além das aplicacdes em satude e cosméticos, as colagenases também desempenham um
papel importante em outras industrias. Na area de alimentos, sdo utilizadas no processamento
de carnes para amaciamento e na clarificagdo de bebidas, como sucos e vinhos (SANTOS et
al., 2019; FERNANDES et al., 2020). Na industria téxtil, essas enzimas sdo aplicadas no bio-
polimento de tecidos e na degradacdo de residuos de couro, oferecendo uma alternativa
sustentavel para processos industriais (SILVA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020). Essas
diversas aplicacdes destacam o potencial das colagenases como ferramentas biotecnologicas

valiosas, capazes de contribuir para avangos em multiplos setores.

Tabela 1: Aplica¢des de Colagenases

Industria Aplicagao Referéncia

Industria de Saude e Medicina

Tratamento de RAMOS, T. M. et al
feridas, queimaduras e Collagenase-based enzymatic
ulceras. debridement: a promising strategy for

wound healing. Journal of Wound Care,

v. 28, n. 5, p. 320-328, 2019.

Peeling enzimatico LEE, J. H. et al. Enzymatic
em procedimentos peeling with collagenase: a novel
dermatologicos approach  for skin rejuvenation.

Dermatologic Surgery, v. 45, n. 6, p.
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Medicina
regenerativa e reconstru¢ao

tecidual

Industria de Cosméticos

Produtos
antienvelhecimento e

renovacao celular

Esfoliantes

enzimaticos

Tratamentos

capilares

Industria de Alimentos

803-810, 2019.

SMITH, A. R. et al. Controlled
collagen  degradation in  tissue
engineering: applications of collagenase

in regenerative medicine. Biomaterials,

v. 120, p. 1-12, 2017.

KIM, S. Y. et al. Collagenase in
anti-aging cosmetics: mechanisms and
applications. Journal of Cosmetic
Dermatology, v. 18, n. 4, p. 1120-1128,
2019.

GONZALEZ, M. et al
Enzymatic exfoliation using
collagenase: a gentle approach for skin
renewal. International Journal of
Cosmetic Science, v. 41, n. 3, p. 245-
253, 2020.

LIMA, C. R. et al. Collagenase-
based treatments for hair fiber repair
and strengthening. Journal of Cosmetic

Science, v.71,n. 2, p. 89-97, 2021.
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Amaciamento

carncs

Clarificagao

bebidas

Industria Téxtil

Bio-polimento

tecidos

Degradacdo

residuos de couro

de

de

de

de

SANTOS, R. et al. Application
of collagenase in meat tenderization: a
review. Food Chemistry, v. 270, p. 466-
474,2019.

FERNANDES, P. et al
Enzymatic clarification of fruit juices
using collagenase: optimization and
effects on quality. Food and Bioprocess
Technology, v. 13, n. 5, p. 789-798,
2020.

SILVA, M. et al. Enzymatic bio-
polishing of denim using collagenase: a
sustainable approach. Textile Research
Journal, v. 90, n. 15-16, p. 1805-1814,
2020.

OLIVEIRA, T. et al
Collagenase in leather processing: an
eco-friendly alternative for waste

management. Journal of Cleaner

Production, v. 250, p. 119-128, 2020.

Industria de Biodegradacio e Meio Ambiente

Degradacao

residuos proteicos

de

MARTINS, L. et al. Collagenase
in biodegradation of collagenous waste:
applications  in  recycling  and

environmental sustainability. Waste
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Management, v. 105, p. 467-475, 2020.

Industria de Pesquisa e Desenvolvimento

Estudos bioquimicos CARVALHO, A. et al
e biotecnoldgicos Collagenase in biotechnology:
mechanisms and industrial applications.
Enzyme and Microbial Technology, v.
130, p. 109-118, 2020.

3.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

Um dos principais fatores que devem ser levados em consideracdo na producao
de proteases por microrganismos € o tipo de fermentacdo adotada. Ao avaliar qual a melhor
abordagem deve-se levar em considera¢do o microrganismo a ser utilizado e a molécula de
interesse. Posto isto, a Fermentacdo em Estado Solido (FES), tem enorme potencial do ponto
de vista ecoldgico e econdmico. Sendo a principal caracteristica desta técnica o crescimento do
microrganismo em substratos so6lidos com auséncia total ou parcial de agua livre (SOCCOL et
al., 2017; SILVA et al., 2016; SANTOS et al., 2018) fator que facilita o uso de fungos

filamentosos.

Figura 3. Técnica de fermentacdo em estado sélido utilizando diferentes substratos.
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Autor: 2025

A FES ¢ uma biotecnologia comumente usada para o cultivo de microrganismos,
fungos filamentosos em sua maioria, em substratos s6lidos sem fluxo aquoso livre, ou seja, o
substrato sélido contém umidade suficiente para suportar as atividades microbianas sem adigao
de agua (MITCHELL; KRIEGER; BEROVI'C, 2006). Os espagos entre particulas contém uma
fase gasosa continua ¢ a agua estd impregnada ou esta na forma de um fino filme sobre as
particulas (CASCIATORI, 2015; PESSOA, 2016). O substrato s6lido pode ser a fonte de
nutrientes dos microrganismos cultivados ou apenas uma matriz de suporte impregnada com
nutrientes especificos para o desenvolvimento do microrganismo (DAS; BHAT; SELVARAJ,
2019; KUMAR et al., 2011; SINGHANIA et al., 2018).

A tecnologia FES oferece diversas e novas oportunidades de processo, pois
permite a utilizacdo de subprodutos agroindustriais como substratos sem que haja necessidade
de um pr¢ tratamento extensivo, produzindo altas concentragdes de produtos de grande interesse
do mercado, como as enzimas (CASCIATORI et al., 2016). Segundo a literatura, a producao
de enzimas por fermenta¢do em estado so6lido (FES) ¢ promissora (NOVELLI et al., 2016).
Uma das principais vantagens dessa metodologia € a possibilidade do uso de residuos organicos,
como cascas de laranja, maca, banana, farelo de soja, arroz e trigo, sendo este ultimo um dos
substratos mais descritos na literatura para fermentagao microbioldgica (CHIMBEKUJWO e¢
al., 2013). Além disso, utiliza pouca quantidade de agua o que promove uma maior
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concentracao de metabolitos, reduz a probabilidade de contaminag@o bacteriana e favorece o

crescimento de fungos filamentosos, ja que estes crescem facilmente sobre substratos solidos

(CHILAKAMARRY et al., 2022).

O termo fermentagdo em estado so6lido, ou fermentacdo semi-solida, ou
fermentacdo em meio semi-sélido aplica-se aos processos onde existe crescimento de
microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz solida, onde a quantidade de liquido
apresenta um nivel de atividade de agua que possa garantir o crescimento € metabolismo dos
microrganismos, mas nao exceda a maxima capacidade de ligacdo de 4dgua com a matriz

solida.(PINTO et al., 2006).

A fermentagdo do estado so6lido proporciona beneficios em comparacao a
fermentagcdo submersa, em especial quando o cultivo ¢ feito com fungos filamentosos.
Apresentam maior rendimento, produtividade e menor gasto de energia. Além disso,
proporciona uma melhor adaptacao ao fungo, uma vez que pode utilizar de fontes de carbono
naturais e de baixo custo, como residuos agroindustriais. (RAMOS-SANCHEZ et al., 2015;
SANTOS et al., 2021). A concentracao dos produtos apds a extragdo ¢ bem maior que os
obtidos no processo de fermentagdo submersa e gera menos residuos liquidos. Esse processo
desperta maior interesse econdmico em regides com abundancia em biomassa e residuos

agroindustriais, que representam material barato e abundante (CASTILHO et al., 2000).

3.4 SUBSTRATO: Pritchardia pacifica

As palmeiras ornamentais sao amplamente utilizadas em projetos paisagisticos e de
urbaniza¢do em todo o mundo, em especial, nas zonas tropicais onde ocorrem naturalmente
(HENDERSON et al., 1995; JANICK e PAULL, 2006), embelezando cidades e conferindo
qualidade de vida aos seus habitantes, além de promoverem o turismo devido a sua exuberancia
(SOTO et al., 2014). Dentre elas, a espécie Pritchardia pacifica Seem. & H. Wendl.
(Arecaceae), nativa da Oceania (BACON, 2011) e popularmente conhecida como palmeira-de-
leque, possui como caracteristica marcante as suas belas folhas na forma de palmas
semicirculares que podem alcancar aproximadamente 2 m de comprimento (PACSOA,

2013)(Figura 3).
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Figura 4. Representagdo das folhas e sementes da Pritchardia pacifica.

Fonte: Palms Journal of the International Palm Society, 2007.

Em geral, as palmeiras se propagam por meio de sementes que, geralmente,
apresentam germinacao baixa e desuniforme que pode estar relacionada, dentre outros fatores,
com o estadio de maturagao dos frutos (PIMENTA et al., 2010). COSTA & MARCHI (2008)
recomendam que a coleta dos mesmos deva ser realizada, preferencialmente, quando estiverem
maduros, o que resulta na obten¢dao de uma maior porcentagem de germinagao. Para LORENZI
et al. (2004), os melhores resultados de germinagdo relacionaram-se com a coloragdo escura
dos frutos, concluindo que os embrides de frutos esverdeados sdo imaturos e, normalmente
apresentam endosperma aquoso € algum grau de dorméncia. Dessa forma, recomenda-se coletar
as sementes de palmeiras quando os frutos estiverem maduros, reconhecidos pela mudanga de

coloracdo no epicarpo e deiscéncia natural (PIVETTA et al., 2007).
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Figura 5. Frutos recém-coletados de P. pacifica com a coloracdo esverdeada (A),

amarelada (B) e avermelhada (C).

Fonte:Tecnol. & Cién. Agropec, 2014.

3.5 ISOLAMENTO DE Trichoderma NO ECOTONO CAATINGA CERRADO:
FUNGOS DO GENERO Trichoderma

Os fungos do género Trichoderma pertencem ao filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes e familia Hypocreaceae com caracteristicas fenotipicas facilmente
perceptiveis, variando desde parasitas fungicos macroscopicos até a rizosfera (ABREU &
PFENNING, 2019). Apesar de mesoéfilos, esses fungos estdo distribuidos por todo o globo,
principalmente em regides de clima tropical e temperado (MACHADO et al., 2012). Os fungos
Trichoderma sao definidos por algumas caracteristicas fenotipicas comuns (por exemplo,
colonias verdes), como ampla distribui¢cdo geografica, rapido crescimento e alta capacidade de
parasitar ou predar outros fungos e, no caso de algumas espécies, podem estabelecer interagdes
benéficas com plantas, resultando na promocdo do crescimento e induc¢do de resisténcia a

doengas e estresses abioticos (HARMAN et al., 2004).

Trichoderma é o género fungico de maior importancia dentre os organismos
utilizados no controle bioldgico. As pesquisas agricolas com o género iniciaram na década de
1930. No Brasil, iniciaram na década de 1970 e sua aplicagdo comecou a ganhar importancia
apods os anos 2000. O primeiro registro de um produto a base de Trichoderma foi apenas em
2006.0 género Trichoderma ¢ um dos mais utilizados em formulagdes de bioldgicos simples e

compostos (com mais de um agente)((CROPLIFE Brasil, 2022).
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Este género de fungo ja ¢ bem conhecido no setor agricola pela sua capacidade
de atuar como agente de controle biolégico (MORAIS et al, 2022) presentes em areas de
ecotono Cerrado-Caatinga, regido que compreende a terceira maior area ecotonal do Brasil. Os
ecotonos sao areas resultante do contato entre dois ou mais biomas, refletindo mudancgas locais
e regionais nas condi¢des abidticas e bidticas (OLIVEIRAS; MALHI, 2016), apresentando
biodiversidade com microbiota rica e promissora na producao de moléculas bioativas, com

potencial natural para uso nos processos biotecnolégicos.

O género Trichoderma ¢ eficaz contra diversos fitopatdogenos por sua alta
capacidade de ser encontrado em diferentes solos e substratos. Além disso, Trichoderma
apresenta um crescimento acelerado que favorece a colonizagao do habitat. Esses fungos podem
crescer em solos sem culturas agricolas e inativar estruturas de infeccdo e resisténcia a
patogenos existentes.(LUCON et al., 2014). O género Trichoderma possui fungos que estao
presentes no solo, atuando como parasitas macroscopicos ¢ decompositores de matéria

organica, considerados oportunistas ambientais (DRUZHININA et al., 2011).

As espécies de Trichoderma tém muitas caracteristicas que as tornam de interesse
significativo para a comunidade de pesquisa. Entre essas caracteristicas estd a producdo de
produtos naturais ou metabdlitos secundarios (KORPI et al, 2009). Os Trichoderma sao
conhecidos por excretar enzimas hidroliticas como quitinase, B-glucanase e proteases. O
mecanismo antifingico de Trichoderma envolve enzimas degradadoras da parede celular

fungica (HARMAN et al., 2004).

Figura 6. Crescimento da cepa fungica de Trichoderma koningiopsis (UFPIT03) em

meio Batata Dextrose Agar
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Fonte: Autor, 2024.

A caatinga ¢ um Bioma exclusivamente brasileiro, localizado no Nordeste do
Brasil, com cerca de um milhdo de quilometros quadrados, estando inseridos na regido semi-
arida, habitada por aproximadamente 23 milhdes de pessoas (FERREIRA et al., 2014;
MENEZES et al., 2012). Os solos sdo ambientes ricos para microrganismos € as suas
caracteristicas afetam diretamente microbiotas (PACCHIONI et al, 2014). A diversidade
microbiona dos solos da caatinga ainda ¢ pouco estudada, mas esse bioma tem condig¢des
clinicas severas, com altas temperaturas,elevada exposi¢do a UV, e longos periodos de seca que
podem promover a presenca de microrganismos com composicdo taxondmica funcional
distintas em relagao a outros biomas.( MENEZES et a/, 2012; PACCHIONI et al, 2014). Aceito
como o segundo maior bioma do Brasil, o Cerrado ¢ uma extensa extensao territorial. Além
disso, possui excepcional riqueza de espécies, o que o coloca como savana, possuindo a maior
diversidade biologica do mundo. Essa unido de vasta extensao e ampla biodiversidade faz do

Cerrado um bioma muito significativo.(PASSARETI et al., 2020).

28



3.6 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS

As etapas de downstream que compreendem o processo de purificagdo e
caracterizacdo de proteases sdo de extrema relevancia para uma aplicagdo biomédica ou
farmacéutica. Enzimas proteoliticas, especialmente aquelas obtidas a partir de microrganismos
necessitam passar por tais processos € comprovar nao so sua pureza como sua adequagao a
industria de interesse (GURUMALESH. et al, 2019). Os procedimentos utilizados na
purificacdo de proteinas baseiam-se em técnicas de separacdo baseadas na carga, tamanho,

propriedades das ligacdes e na solubilidade das moléculas (BAYNES; DOMINICZAR, 2007).

Enzimas proteoliticas podem ser purificadas por técnicas relacionadas a
caracteristicas fisico-quimicas como carga elétrica, massa molar, solubilidade e
hidrofobicidade. De acordo com a literatura vigente, normalmente sdo empregadas etapas de
precipitacdo e/ou cromatografias. A primeira pode ser obtida por meio da adigdo de um
determinado sal em processo conhecido como salting-out; A segunda compreende uma
diversidade de padrdes, sendo estes designados a partir das particularidades da enzima de
interesse, assim temos cromatografias baseadas no tamanho, massa molar ou carga elétrica da
protease (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020). A precipitagdao de proteinas em geral ¢ um dos
métodos mais tradicionais no processo de concentracdo, no entanto ndo pode ser considerado
um método de purificacdo propriamente dito visto que ndo resulta em proteinas puras, contudo
podem ser aplicadas no inicio do processo de purificagdo como forma de preparagdo para as

etapas seguintes (ZUNIGA, 2003).

Esta técnica vale-se do aumento ou diminui¢do da forca ionica a partir da variagao
na concentracdo de sais ou solventes organicos. A utilizagdo de sais promove um efeito
conhecido como salting-out, caracterizado pela neutraliza¢do das cargas elétricas superficiais
pela adig¢do de sais, reduzindo a solubilidade da proteina, que sdo “excluidas” da fase aquosa
da solugdo e precipitam-se no fundo do recipiente. A precipitagdo destas biomoléculas também
pode ocorrer pela adicdo de solventes organicos, estes, por sua vez, atuam diminuindo a
constante dielétrica do meio, que resulta na agregacdo das moléculas proteicas por interacao

eletrostatica de superficies carregadas com sinal oposto (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020).

Entre os métodos de purificagdo propriamente ditos, a cromatografia destaca-se
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sendo amplamente utilizada para purificacdo de proteinas (GUGGISBERG et al., 2012). Todas
as etapas do processo downstream devem levar em consideragdo as caracteristicas da enzima
de interesse, sendo um pré-requisito na utilizagdo de coluna cromatografica. Resumidamente, a
cromatografia ¢ realizada sob aplicacdo de uma determinada amostra contendo a molécula de
interesse. Estas moléculas ficam, a principio, retidas pela coluna a sdo eluidas em diferentes
momentos a depender de sua adsor¢ao na matriz, essa elui¢ao normalmente ocorre pela adicao
de um eluente. A coleta de etapas diferentes da coluna permite a separacdo da molécula de
interesse de outros componentes do meio que ndo apresentaram capacidade de ligagdo a coluna
ou foram eluidos em outras fases. Esta técnica vem sendo amplamente aplicada no estudo e na
purificacao de colagenases (FAYAD, S., MORIN, P., NEHME, R., 2017). A cromatografia de
exclusdo molecular, por exemplo, baseia-se na massa molecular das proteinas, onde as
moléculas menores que os poros da matriz cromatografica sdo eluidas mais lentamente em
relacdo as maiores, resultando assim na fragmentacao da amostra em elui¢des com moléculas
de diferentes tamanhos (DUONGLY GABELLI, 2014). J4 a cromatografia de troca idnica
baseia-se na carga elétrica na superficie da molécula e sua interagdo com a matriz, destaca-se
em relacdo a outras devido a sua facilidade de aplicagcdo em larga escala, elevada resolugado e
capacidade de adsor¢do (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020) As resinas utilizadas neste modelo
cromatografico podem ser trocadoras de 4anions (possuem carga positiva), como o0
dietilaminoetil (DEAE)-celulose e resinas trocadoras de cations (possuem carga negativa),
como o carboxi-metil (CM)-celulose. No geral, para escolha da matriz que vai compor a coluna,
devem ser considerados os seguintes critérios: estabilidade mecanica e quimica, capacidade de
adsorgao, tamanho e forma do poro, superficie e densidade da matriz e tamanho da particula de
interesse (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020).A cromatografia de interacao hidrofébica por sua
vez, ¢ normalmente utilizada como complementar por ser menos seletiva e funciona levando

em consideracao a adsorcao por hidrofobicidade (MUCA et al., 2020).

O aumento da temperatura proporciona um aumento na velocidade da reagdo
catalitica. Porém, o aumento da temperatura também favorece a reacdo de desativagdo
enzimatica por meio de desnaturagdo irreversivel. Existe, portanto, um valor de temperatura
6tima, no qual a atividade enzimatica ¢ maxima e a partir do qual a atividade tendera a diminuir

por desnaturagdo da enzima, que se da a partir da modificagdo na conformacgdo da estrutura
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enzimatica em altas temperaturas e se aplica na ligagdo enzima- substrato, impossibilitando a
enzima de poder realizar sua fun¢ao catalitica (BORZANI, 2001; SANGUINE, FERNANDES,
2014).

3.7 ESTUDOS RELACIONADOS E APLICACOES FUTURAS

No Brasil, produtos a base de Trichoderma sao registrados para o controle de
doengas de plantas (BETTIOL et al., 2019), incluindo uma grande parcela com conidios das
espécies T. harzianum e T. asperelum como ingredientes ativos. A maioria desses produtos €
recomendada para a maioria das culturas afetadas por fitopatdgenos, como patdgenos de raizes
como o nematoide da raiz Meloidogine javanica (SHARON et al., 2001), fungos de raizes como
Pythium spp. (NASEBY et al., 2000; THRANE et al., 2000), Retoma fez Rhizoctonia spp.
(CUNDOM et al., 2003), Phyyophthora spp. (ETEBARIAN et al., 2000; EZZIYYANI et al.,
2007) e patogenos de brotos como Venturia spp., Botrytis spp. (HIELJIORD et al., 2001;
LISBOA et al., 2007), Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura de bruxa do cacau
(SANOGO et al., 2002). Assim, espécies do género Trichoderma sdo relevantes por suas
caracteristicas favoraveis a sobrevivéncia no ambiente, como natureza saprofitica e rapida
colonizagdo de substratos com minimas exigéncias nutricionais, e estruturas de resisténcia para

sobreviver as adversidades ambientais.
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RESUMO

O género Trichoderma ¢ amplamente reconhecido por seu potencial biotecnologico,
destacando-se na produc¢do de enzimas e na promogao do controle biologico, o que o torna um
recurso valioso para processos industriais sustentaveis. Este estudo investigou a producao de
proteases colagenoliticas pelo Trichoderma koningiopsis (UFPITO03) cultivado em fermentacao
em estado solido (FES) utilizando farelo de frutos de Pritchardia pacifica como substrato. O
principal objetivo foi explorar o potencial desses residuos agroindustriais para a obtengdo de
enzimas com aplicacao industrial. As proteases foram extraidas e submetidas a um esquema de
purificagdo que incluiu precipitacdo com acetona, fracionamento com sulfato de amoénio e
cromatografia de troca i6nica. Os resultados obtidos apresentaram uma eficiéncia na purificacao
de uma enzima com atividade proteolitica exibindo atividade 6tima em pH 8,0 e estabilidade
térmica, mantendo mais de 70% da atividade apds 6 horas de incubacdo em temperaturas entre
20°C e 50°C. Adicionalmente, a caracterizagdo fisico-quimica indicou que a enzima na

presenca de ions AlCI3 e ZnSO4 teve sua atividade reduzida em mais de 50% e estabilidade na
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presenga de surfactantes. A cromatografia em Gel filtragdo em Superdex-G75 revelou a massa
molecular da enzimas em torno de 65kDa. Os resultados demonstram a viabilidade do 7.
koningiopsis como recurso biotecnoldgico para a obtengdo de enzimas de alto valor agregado,

promovendo processos sustentaveis que aproveitam residuos agroindustriais.

Palavras-chave: Arecaceae, Trichoderma, Fermenta¢ao em Estado Sélido, Protease, Producao

de Enzimas

ABSTRACT

The Trichoderma genus is widely recognized for its biotechnological potential, particularly in
enzyme production and biological control, which makes it a valuable resource for sustainable
industrial processes. This study investigated the production of collagenolytic proteases by
Trichoderma koningiopsis (UFPITO03) cultivated via solid-state fermentation (SSF) using bran
from Pritchardia pacifica fruits as the substrate. The primary objective was to explore the
potential of these agro-industrial residues for obtaining enzymes for industrial applications. The
proteases were extracted and subjected to a purification scheme that included acetone
precipitation, ammonium sulphate fractionation, and ion exchange chromatography. The results
demonstrated an efficient purification of a proteolytic enzyme, which exhibited optimal activity
at pH 8.0 and maintained thermal stability, retaining over 70% of its activity after 6 hours of
incubation at temperatures ranging from 20°C to 50°C. Additionally, physicochemical
characterization indicated that the enzyme’s activity was reduced by more than 50% in the
presence of AICL and ZnSOs ions, while it remained stable in the presence of surfactants. Gel
filtration chromatography using a Superdex G-75 column revealed that the molecular mass of
the enzyme is approximately 65 kDa. These findings demonstrate the viability of T.
koningiopsis as a biotechnological resource for producing high value-added enzymes, thereby

promoting sustainable processes that utilize agro-industrial residues.

Key Words: Arecaceae, Trichoderma, Solid State Fermentation, Protease, Enzyme Production.
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao com a sustentabilidade tem impulsionado a busca por solugdes
biotecnolédgicas que promovam o reaproveitamento de residuos agroindustriais e a producgdo de
bioprodutos de alto valor agregado. No setor industrial, enzimas desempenham um papel crucial
na substituicdo de processos quimicos agressivos por alternativas ambientalmente amigaveis e
economicamente viaveis (SOUZA et al., 2024). Entre as diversas classes de enzimas industriais,
as proteases representam cerca de 60% do mercado enzimdtico global, com aplicagdes
amplamente distribuidas nos setores alimenticio, farmacéutico, té€xtil, de biocombustiveis e de
tratamento de residuos (BHAGWAT & DANDGE, 2018). No entanto, a viabilidade econdmica
desses processos ainda ¢ um desafio, especialmente devido aos altos custos de produgdo e
purificagdo das enzimas, além das dificuldades associadas ao seu rendimento em larga escala

(BOUKID et al., 2023).

Entre as subclasses de proteases, aquelas com atividade colagenolitica tém ganhado
especial atencdo devido a sua capacidade de degradar coldgeno, uma proteina estrutural
amplamente presente em residuos de origem animal e vegetal, caracterizada por sua baixa
biodegradabilidade (RANJAN et al., 2024). Essa caracteristica confere a essas enzimas um
grande potencial para a recuperag@o de biomateriais e a valorizac¢do de residuos agroindustriais,
com aplicagdes em setores como a producdo de hidrolisados proteicos, biopolimeros,
biocurativos, formulacdes cosméticas e terapéuticas, além da melhoria da digestibilidade de
proteinas em alimentos funcionais (ZHANG & HAN, 2024). Dessa forma, a exploracdo de
fontes microbianas capazes de produzir proteases colagenoliticas se apresenta como uma
alternativa promissora para atender a crescente demanda industrial por biocatalisadores

eficientes e sustentaveis.

Os fungos filamentosos do género Trichoderma sao amplamente reconhecidos como
fontes valiosas de enzimas hidroliticas, destacando-se por sua capacidade de secretar proteases,
celulases e quitinases de forma eficiente e em diferentes condigdes ambientais (YANG et al.,
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2013; MANZAR et al., 2022). Além disso, sua versatilidade metabdlica e a capacidade de
crescer em substratos de baixo custo fazem do 7richoderma um microrganismo de grande
interesse biotecnoldgico para a produgdo industrial de enzimas (SHIRZAD et al., 2023;
SHAHNAZ et al., 2024). A fermentagdo em estado solido (FES) tem se destacado como um
método eficiente para a producdo de enzimas microbianas, pois proporciona maior
concentracdo enzimatica, reduz custos operacionais € minimiza o impacto ambiental, quando
comparada a fermentacio submersa (LONDONO-HERNANDEZ et al., 2020; SAHOO et al.,
2021).

No contexto da valorizagdo de residuos agroindustriais, frutos de Pritchardia pacifica
(Arecaceae), uma palma endémica das ilhas Fiji, surgem como uma alternativa vidvel e pouco
explorada para a producdo enzimatica. Esses frutos sdo ricos em compostos organicos que
podem servir como fonte de carbono e nitrogénio para microrganismos, tornando-se um
substrato promissor para processos fermentativos sustentaveis (BACON, 2011). Além de
possibilitar a produgdo de proteases colagenoliticas com potencial aplicagdo industrial, o uso
desse residuo agroindustrial contribui para a reducdo de passivos ambientais e promove o

desenvolvimento de uma economia circular baseada em bioprocessos inovadores.

Diante desse panorama, o presente estudo teve como objetivo principal a obtengado,
purificacdo e caracterizacdo de proteases com atividade colagenolitica produzidas por
Trichoderma koningiopsis (UFPITO03) por meio de fermentagdo em estado solido, utilizando o
farelo de frutos de Pritchardia pacifica como fonte substrato buscando favorecer o

desenvolvimento de novas aplica¢des industriais a partir de recursos renovaveis.
2. METODOLOGIA
2.1 Obtenc¢ao das amostras

A cepa fungica Trichoderma koningiopsis (UFPIT03), isolada do ecétono Caatinga-
Cerrado Piauiense, foi obtida a partir da colecdo de culturas do Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). O microrganismo foi mantido em meio Batata Dextrose
Agar (BDA) inclinado, garantindo sua preservacao e viabilidade para os experimentos
subsequentes. Para a indu¢ao da esporulacao, culturas fingicas foram cultivadas em meio BDA
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e incubadas a 30°C por 72 horas, periodo necessario para a obtencao de alta densidade esporal.
ApoOs essa etapa, os esporos foram utilizados para a inoculagdo e condug¢do do processo

fermentativo (SANTANA et al., 2022).
2.2 Esporulacio e Parametros fermentativos em Estado sélido (FES)

A inoculagdo do microrganismo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo meio de cultura BDA previamente esterilizado. As culturas foram incubadas a 30°C
por 7 dias em estufa, permitindo a esporulagdo completa (SANTANA et al., 2022). Para a
obtencao da suspensao de esporos, os mesmos foram coletados por meio da adigao de solucao
salina estéril (NaCl 0,9%) e posteriormente quantificados em camara de Neubauer. A suspensao
foi ajustada para uma concentragio final de 107 esporos/mL. Em seguida, a suspensdo de
esporos foi inoculada em Erlenmeyer contendo 5 g da farinha seca do fruto de Pritchardia
pacifica, previamente autoclavada, e ajustada para 40% de umidade com solugdo nutritiva. A

fermentagdo ocorreu em camara BOD a 30°C durante 120h, e ambiente escuro.
2.3 Processo de extracdo das proteases

Ap6s o processo fermentativo FES, a extracdo das proteases foi realizada adicionando
tampao Tris-HCI (7,5 mL/g substrato), 0,1M, pH 8.0. A técnica ocorreu em mesa agitadora
(agitacdo orbital) a 120 rpm durante duas horas. Em seguida, o liquido denominado extrato
bruto foi filtrado em gaze e em seguida com auxilio de bomba a vacuo em papel filtro (120g).

O Extrato bruto foi armazenado em freezer -40°C para analises posteriores.
2.4 Dosagem de proteinas

A concentragao proteica das amostras foi determinada de acordo com o método de Smith
utilizando o acido bicinconinico-BCA (SMITH et al., 1985). A albumina sérica boniva (BSA)

foi utilizada como padrdo para construgao de curva de calibragao.
2.5 Atividade proteasica

A determinacdo da atividade proteésica foi realizada segundo Ginter (1979). Para a

reacdo foram adicionados 150ul. da amostra em uma solug¢do contendo 250ulL do substrato
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azocaseina a 1% (p/v) em tampao Tris-HCI1 0,1 M pH 7,4. Essa mistura foi incubada por 1h a
37°C. A reagdo foi interrompida com a adicdo de 1000uL de acido tricloroacético (TCA) (10%,
p/v) e em seguida centrifugada por 10 min a 4.000 rpm. Dessa solugdo, reservar 800uL e
adicionar 200uL. de uma solucdo de NaOH 1,8M. A leitura da absorbancia foi realizada em

espectrofotometro(420nm).
2.6 Precipitacio cetonica, etanolica e sulfato de amonio do Extrato Bruto

O extrato bruto foi submetido a 3 processos separados de precipitagdo visando obter o
maior rendimento proteico. 100mL de extrato bruto foi submetido a precipitagdo 70% com
acetona e 70% com etanol, fragdo 0-60% com sulfato de amdnio. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 4°C, 4000 rpm durante 10 minutos. Os precipitados foram armazenados

em freezer -40°C e utilizados nos passos posteriores.
2.7 Cromatografia de troca ionica

Para a andlise em cromatografia da amostra com maior atividade protedsica e
rendimento proteico, foi utilizada uma coluna manualmente empacotada com a resina QAE-
Sephadex A-50 (2,3 x 10 m), equilibrada com Tris HCI 20mM pH 8,0. O fluxo da coluna foi
ajustado para 1 mL/min e em seguida foi realizada a inje¢do de 1mL do precipitado com sulfato
de amodnio. A fase mével da coluna consistiu no tampao Tris-HCl 20 mM pH 8,0 e a eluigao
foi realizada com o mesmo tampdo adicionado de NaCl 1 M. As fragdes coletadas foram

submetidas a leitura espectrofotométrica a 280nm.
2.8 Caracterizacio da protease purificada
2.8.1 Temperatura 6tima e termoestabilidade

O efeito da temperatura e da termoestabilidade sobre a atividade protedsica foi avaliada
na faixa de temperaturas que variou entre 20 e 80°C. Para a temperatura 6tima, o ensaio foi
realizado por incubacdo das amostras com o substratoa azocaseina (1%), em um banho
termostatizado. No teste da estabilidade térmica, o extrato foi incubado durante 6 horas e a
atividade remanescente foi entdo realizada nos intervalos de 1h; 2h; 3h; e 6h; mensurada a

37°C, usando o método de determinacdo da atividade previamente descrito.
49



2.8.2 Efeito do pH na atividade da protease

O efeito do pH na atividade proteolitica foi avaliado pela incubacdo da enzima com o
substrato azocaseina (1%), preparados em solucdes tampdes 0,1 M com diferentes valores de
pH: citrato de sodio (pH 5 e 6); Tris-HCI (pH 7,0, 8,0 e 9,0) e carbonato-bicarbonato (10,0 e

11,0), logo apds, foi realizadas as determinacdes da atividade proteolitica.
2.8.3 Efeito de fons metalicos e surfactantes sob atividade enzimatica

O efeito de solucdes ionicas foi avaliado a uma concentragdao de 10 mM. A enzima
exposta aos seguintes ions: sulfato de zinco [(ZnSO4) « 7H20], sulfato de cobre [CuSO4],
cloreto de calcio [CaCl2], cloreto de magnésio [(MgS0O4) « 4H20], cloreto de potassio [KCl].
para efeito de surfactantes, a enzima foi exposta a Triton X, Tween 80, Tween 20 ¢ SDS nas
concentracdes 1% e 10%. Apods a exposicdo de 30 mim da enzima, foram realizadas as

atividades proteoliticas descritas por Ginter (1979).

2.8.4 Efeito de inibidores na atividade

O efeito de substancias inibidoras da atividade enzimatica foi realizado utilizando o
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 10 mM como inibidor de metaloproteases,
fenilmetanosulfonil (PMSF) 10mM para serino-proteases, pepstatina A 10 mM para aspartico-
protease. Cada substancia inibidora foi mantida em contato com a enzima por 30 min a
temperatura de 37°C, em seguida promoveu-se a reagdo da atividade proteolitica descrita por

GINTER (1979).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUCAO DE PROTEASES POR Trichoderma koningiopsis (UFPIT03)

O efeito do periodo de incubagdo na producdo de protease pela cepa Trichoderma

koningiopsis (UFPITO03) foi monitorado ao longo de 120 horas (Figura 1). Observa-se que a
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atividade protedsica apresentou um comportamento dindmico durante o experimento, com
variagdes significativas ao longo do tempo. Onde obteve um aumento significativo da produgao

até 72 horas, momento em que foi observado o pico de atividade enzimatica.

Figura 1. Efeito do periodo de incubag¢do na producdo de protease pela cepa de T.

koningiopsis (UFPIT03).
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Fonte: Autor, 2024.

A producdo maxima observada em 72 horas esta em consonancia com estudos
semelhantes envolvendo fungos filamentosos, onde as proteases tendem a alcancar picos de
atividade durante a fase exponencial de crescimento celular (CHIMBEKUJWO et al., 2020; Da
SILVA et al, 2016; NASCIMENTO et al., 2015).

A redugdo da atividade apos este periodo foi observada e pode ser atribuida ao possivel
esgotamento de nutrientes no meio, alteracdes no pH que podem inibir a sintese da enzima,
além do aumento da temperatura resultante do processo de fermentacao, o que pode impactar o
metabolismo microbiano (SATTAR et al., 2019; COLLA et al., 2023). Vale ressaltar que o
tempo necessario para atingir a producao ideal pode variar conforme o tipo de microrganismo,
os substratos utilizados para a indugdao da sintese da protease ¢ as condigcdes ambientais

controladas no processo (JAMILU et al., 2022; SILVA et al., 2024).
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3.2 METODOS DE PRECIPITACAO NA PURIFICACAO DE PROTEASES DE T.

koningiopsis

O extrato bruto apresentou uma concentra¢ao de proteina de 2,65+0,07 mg/mL, com
atividade proteolitica de 23,2U/mL e atividade colagenolitica de 118,5 U/mL. A enzima foi
entdo parcialmente purificada por precipitagdo com acetona, etanol e sulfato de aménio, com a

finalidade de obter maior eficiéncia no processo de obtencao da enzima purificada (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade enzimatica de proteases de Trichoderma koningiopsis (UFPIT03) com
acdo colagenolitica utilizando farinha do fruto de Pritchardia pacifica como substrato. AP-
Atividade Proteolitica; AC- Atividade Colagenolitica; AEp- Atividade Proteolitica Especifica;
AEc- Atividade Colagenolitica Especifica; FPp— Fator de Purificacdo Protease; FPc - Fator de

Purifica¢do Colagenase; R- Rendimento

Proteina AP (U) AC(U)  AEr AEc FPp FPc R
(mg/mL) (U/mg) (U/mg) (%)

Extrato 2,65£0,0 23,2+0,0 118,5+0,01 8,7 44,6 1 1 100
Bruto 7 2

Precipitado  1,42+0,0 29,8+0,0  92,7+0,02 20,9 65,1 2,4 1,45 53,5
Acetona 1 3

Precipitado  0,86+£0,0  15,8+0,0 78,37+0,03 18,2 90,4 2,1 2,02 326
Etanol 1 3

Precipitado  3,5+0,02  26,5+0,0  99,9+0,07 7,4 28,5 0,8 0,62 134
Sulfato de 1

Amonio

QAE- 1,2 38,4 178,4 32,2 148,6 4,8 3,6 12
sephadex
A50
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Fonte: Autor, 2024.

A precipitagdo com acetona resultou em um aumento de 140% na atividade proteolitica
especifica (20,9 U/mg) e de 46% na atividade colagenolitica especifica (65,1 U/mg). Nesta
etapa, foram alcancados um fator de purificacdo de 2,4 para a protease e de 1,45 para a

colagenase, com um rendimento de 53,5%.

J& a precipitagdo com etanol promoveu um aumento de 109% na atividade proteolitica
especifica (18,2 U/mg) e de 103% na atividade colagenolitica especifica (90,4 U/mg), com
fatores de purificacdo de 2,1 para a protease e de 2,02 para a colagenase. O rendimento foi

reduzido para 32,6%.

Por outro lado, a precipitacdo com sulfato de amonio resultou em uma concentragao de
proteina de 3,5 mg/ml, porém com redu¢ao na atividade especifica, atingindo valores de 7,4
U/mg para a protease e 28,5 U/mg para a colagenase. Nesta etapa, o fator de purificagdo foi de
0,8 para a protease e de 0,62 para a colagenase, mas o rendimento foi elevado, alcangando

134%, indicando concentracdo de proteinas sem purificacdo efetiva.

A precipitagdo de proteinas por solventes organicos € uma técnica amplamente utilizada
na purificacdo de enzimas, explorando a redugdo da solubilidade proteica em meios com baixa
constante dielétrica (NICKERSON et al., 2022). A adigao de solventes organicos, como acetona
e etanol, promove a desestabilizagdo das interacdes hidrofobicas e eletrostaticas das proteinas,
favorecendo a agregacdo e formacgao de precipitados. A acetona, por exemplo, ¢ utilizada para
otimizar a recuperagdo proteica (CARVALHO, 2015). A utilizagdo de solventes organicos pode
afetar a atividade enzimatica. No entanto, algumas proteases demonstram estabilidade em

diversos solventes (LIMA, 2016).
3.3 PURIFICACAO DE PROTEASE DE Trichoderma koningiopsis (UFPIT03)

A purificagdo da
enzima com atividade colagenolitica, obtida do cultivo do fungo filamentoso, foi realizada

utilizando uma coluna de troca idnica do tipo anionica em QAE-Sephadex e Superdex-G75
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(Figura 2). Apds o carregamento da amostra bruta e a aplicacdo do gradiente de elui¢do com
NacCl, observou-se apenas um pico significativo no cromatograma, indicando que a maior parte

da proteina com afinidade pela resina anionica foi eluida em uma unica etapa (figura 2A).

Figura 2. Cromatografia em resina para purificagdo da enzima oriunda do processo FES. (A)
Cormatografia de troca ionica em QAE-sephadex. (B) Cromatografia de exclusdao mlecular em

resina superdex-G75 Hr 10/300GL.
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Fonte: Autor, 2024.

O pico unico observado apresentou atividade colagenolitica quando testado,
demonstrando que a estratégia de purificagdo foi eficiente em isolar a enzima alvo. Este
resultado ¢ consistente com estudos prévios que utilizam colunas de troca idnica para
purificacao de enzimas extracelulares de fungos, como observado em trabalhos de Wu et al.
(2022) e Zhang et al. (2023), que relataram a recuperagdo de proteinas funcionalmente ativas

com alto grau de pureza utilizando abordagens similares. O perfil cromatografico também
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sugere que a enzima possui uma carga liquida negativa em pH neutro, justificando sua interagao
com a matriz anionica. O fato de apenas um pico apresentar atividade colagenolitica indica a
especificidade do sistema de purificagdo empregado. Estudos semelhantes, como os de Liu et
al. (2021), indicam que colunas QAE-Sephadex sdo especialmente adequadas para separar
enzimas de baixa complexidade proteica ou altamente especificas. Comparativamente, o
desempenho do método utilizado ¢ superior em simplicidade e custo-beneficio em relagdo a
abordagens mais complexas, como as que envolvem multiplas etapas cromatograficas (Zhao et
al., 2022). Os resultados obtidos neste estudo refor¢cam o potencial do QAE-Sephadex como
uma matriz confidvel para purificagdo de enzimas extracelulares, especialmente aquelas de

interesse biotecnoldgico, como colagenases.

A figura 2B apresentou o processo de purificacdo da enzima em gel filtracdo. A técnica
amplamente utilizada para verificar a massa molecular de biomoléculas, apresentou com
resultado uma proteina com massa estimada em ~65kDa. Benmrad et al., (2019) descreveu uma
protease de origem fingica com massa molecular proxima a 65 kDa identificada como SPPS,
uma serinoprotease do fungo basidiomiceto Pleurotus sajor-caju. Essa enzima foi caracterizada
por suas potenciais aplicagdes industriais, particularmente em formulagdes de detergentes,
devido a sua estabilidade e eficiéncia em varias condi¢cdes. A massa molecular do SPPS foi
determinada em aproximadamente 65 kDa por meio de varias técnicas bioquimicas, incluindo

SDS-PAGE e cromatografia de exclusdo de tamanho

3.4 CARACTERIZACAO DA ENZIMA PURIFICADA DE Trichoderma koningiopsis
(UFPIT03)

3.4.1 EFEITO DO PH NA ATIVIDADE DA PROTEASE

A atividade da protease foi avaliada em diferentes valores de pH (Figura 2). A enzima
apresentou atividade na faixa de pH alcalino de 7,0-9,0, com um 6timo em pH 8,0. A atividade
enzimatica foi drasticamente reduzida em ph abaixo de 7,0 e acima de 9,0, indicando que a

enzima ¢ sensivel a extremos de pH. Em valores de pH mais 4cidos, a enzima ficou inativa, o
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que sugere uma provavel desnaturagdo da estrutura enzimatica devido as condicdes
inadequadas para a estabilidade da proteina. Da mesma forma, em pH acima de 10,0 a perda de
atividade pode estar associada a alteracdo conformacional da enzima, uma vez que altas

concentracdes de ions hidroxila interferem nos sitios ativos responsaveis pela catalise.

Figura 3. Curva de ph 6timo da protease de Trichoderma koningiopsis (UFPITO03)
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Fonte: Autor, 2024.

Resultados semelhantes foram encontrados por Da Silva ef al., (2018), onde a serino-
protease de Aspergillus tamarii URM4634, apresentou atividade na faixa de pH alcalino 7,9-
9,0 com pH 6timo de 9,0. Assim com a protease analisada por Da Silva et al., (2018), a protease
obtida de 7. komingiopsis (UFPIT03) possui caracteristicas compativeis com proteases
alcalinas, que podem ter a maior atividade nessa faixa devido a uma ligacao da enzima com o
substrato mais especifica (Da SILVA et al., 2018), devido ao pH ter a capacidade de interferir
no crescimento e na regulagdo metabodlica dos microrganismos, por conta da sensibilidade a

variagdes na concentracdo de ions hidrogénio do meio (SATTAR et al., 2019).

As proteases alcalinas representam o maior grupo de enzimas industriais, ocupando uma

fatia significativa do mercado devido a sua ampla aplicacdo e importancia em diversos setores.
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Essas enzimas sdo amplamente utilizadas em processos industriais, como nas industrias de
detergentes, couro, alimentos e farmacéutica. Tais aplicagdes evidenciam a versatilidade e
relevancia das proteases alcalinas, destacando sua capacidade de atuar de forma eficiente em

condicdes alcalinas (MEENA & SINGH, 2024).

3.4.2 EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA
PROTEASE

As condigdes ideais de temperatura e a estabilidade térmica da atividade proteolitica dos
cultivos foram investigadas (Figura 3). A maxima atividade da protease foi encontrada a 50°C.
A enzima demonstrou grande estabilidade térmica ao manter uma alta atividade residual de
100%, mesmo apos 6 horas de incubacao entre 20°C e 40°C; portanto, a atividade enzimatica
foi bastante resistente nessas condi¢des. Temperaturas acima de 50°C causaram uma queda
significativa no nivel de atividade observada da enzima com base em restrigdes térmicas; a
atividade residual comegou a diminuir apos atingir os 50°C e chegando a cerca de 25% em
70°C, sugerindo que a estabilidade da enzima ¢ comprometida em temperaturas mais altas.

Figura 4. Curva de temperatura 6tima e estabilidade apos 6 horas da protease de

Trichoderma koningiopsis (UFPITO03)
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Fonte: Autor, 2024.

Estes resultados estdo em linha com pesquisas anteriores realizadas por Rocha et al

(2021), onde constataram que as proteases de Aspergillus sydomii URMS774 possuem sua
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temperatura ideal de atuagdo em 45°C e apresentam estabilidade entre 35°C e 50°C; por sua
vez JU etal (2023), determinaram uma temperatura 6ptima de 50°C para protease do Aspergilus
flavipes; também ¢ relevante ressaltar que segundo JAMILU et al (2022), as proteases dos

Aspergilus spp alcangam temperaturas ideais entre 40°C e 45°C.

Esses resultados indicam que a enzima protease de 7. koningiopsis (UFPIT03) funciona
melhor em temperaturas moderadas € mantém sua atividade 6tima 50°C com estabilidade
térmica entre 20°C e 40°C. Esse padrdo ¢ benéfico para aplicagdes biotecnoldgicas que
necessitam estabilidade da atividade enzimatica em temperaturas controladas, evitando danos

por desnaturagao.

3.4.3 EFEITO DOS IONS METALICOS NA ATIVIDADE DA PROTEASE

Os resultados dos efeitos dos ions (Tabela 2) demonstraram diferengas importantes,
indicando que a interagdo entre a protease € os ions testados pode afetar a atividade catalitica
desta enzima. A andlise revelou que KCI, NaCl, MgSOs e CaCl. nao interferiram
significativamente na atividade proteolitica, mantendo niveis proximos ou iguais ao controle,

sugerindo que esses ions nao exerceram efeitos inibitorios ou ativadores relevantes.

Tabela 2. Atividade enzimatica residual frente a ions metalicos (10mM). Fonte: Autor, 2024.

fons Atividade Residual (%)
Controle 100%
MgSOq4 95,4+0,07
AlCI3 43,1+0,03
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ZnSOq4 58,6+0,02

KCl 100,0+0,03
CuSO4 53,9+0,01

NaCl 100,5+0,01
CaCl, 96,6+0,01

Por outro lado, os cations AlICl;, ZnSO4 e CuSOs apresentaram efeitos inibitdrios,
reduzindo a atividade enzimdtica para 43,1%, 58,6% e 53,9%, respectivamente. Esses
resultados sugerem que tais metais podem interagir com residuos especificos da enzima,
modificando sua estrutura ou fun¢ao catalitica. Em concordancia com Da Silva et al. (2018),
Zn*" inibiu significativamente a atividade da serina-protease, comportamento também descrito
para outras proteases em estudos anteriores. A maior inibi¢ao no presente trabalho foi observada
com AlCls, indicando uma interacdo mais intensa desse cation com a enzima. Os dados
apresentados corroboram parcialmente os achados de Sattar, Aman e Qader (2017), que

relataram inibi¢do da protease de Aspergillus niger por Cu*" e AI**.

Em conclusao, esses dados destacam a importancia dos ions metalicos na modulagao da
atividade enzimatica, sugerindo que a escolha de cations adequados pode ser uma estratégia

importante para otimizar a funcionalidade de proteases em aplicagdes industriais.

3.44 EFEITO DE SURFACTANTES E INIBIDORES NA ATIVIDADE DA
PROTEASE

Entre os surfactantes testados, o SDS apresentou um aumento significativo na atividade
enzimatica, atingindo 159,5%, o que sugere que esse surfactante pode ter atuado como um
agente capaz de facilitar o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima ou de estabilizar sua
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estrutura (Tabela 3). As descobertas sugerem que o uso controlado de SDS pode ser uma

estratégia promissora para melhorar a solubilidade e a atividade de proteinas (Mu et al., 2024).

Essa ativacdo na presenga de SDS também reforga seu potencial como componente em

formulag¢des de detergentes, conforme relatado por Da Silva et al. (2018), que observaram um

aumento expressivo na atividade residual de uma serina-protease de Aspergillus tamarii

URM4634, alcancando 191,4% e 348,7% em concentracdes de 1% e 10%, respectivamente.

Bajpai & Tyagi (2007) e Niyonzima & More (2015) sugerem que esse comportamento ¢

resultado da interagdo entre as cargas negativas do SDS e os ions calcio e magnésio presentes

na agua dura, desativando-os e, assim, favorecendo a atividade enzimatica.

Tabela 3. Atividade enzimatica residual frente a surfactantes e inibidores (10mM). Fonte:

Autor, 2024.

Surfactantes Atividade Residual (%)
Controle 100%

SDS 159,5+0,03
Tween 20 103,2+0,04
Tween 80 104,7+0,03

Triton X-100 124,7+0,05

Inibidores
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EDTA 100+0,01

PMSF 100+0,01
Pepstatina A 100+0,02
Benzamidina 100+0,04

O TritonX-100 também promoveu um aumento consideravel na atividade, atingindo
124,7%. Resultados semelhantes foram reportados por Da Silva et al. (2018), que demonstraram
um aumento na atividade residual da serina-protease em concentragdes de 1% e 10% de Triton
X-100, com valores de 90,1% e 121,5%, respectivamente. Esses dados corroboram a
capacidade do Triton X-100 em melhorar ou manter a estabilidade de proteases em formulagdes

contendo surfactantes nao idnicos.

Por outro lado, os surfactantes nao i6nicos Tween 20 e Tween 80 ndo apresentaram
efeitos significativos no presente estudo, mantendo a atividade residual proxima ao controle,
com valores de 103,2% e 104,7%, respectivamente. Em contraste, Da Silva et al. (2018)
observaram um comportamento varidvel para essas mesmas enzimas, com aumentos moderados
de 111,9% e 94,4% para o Tween 20 e Tween 80, respectivamente, em concentragdes de 1%, e
incrementos mais evidentes em 10%, atingindo 132,1% e 109,5%. Esses resultados indicam
que o desempenho de surfactantes ndo i6nicos, como Tween 20 e Tween 80, pode variar
conforme o tipo de enzima e suas interagdes com o microambiente, como também relatado por

Raval et al. (2014).

Ao analisar dos inibidores (EDTA, PMSF, Pepstatina A e Benzamidina) revelou que
nenhum dos compostos testados interferiu na atividade enzimatica, com valores de 100%,

indicando que a protease nao foi inibida por esses agentes. Esse resultado sugere que a enzima
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pode ndo depender de ions metalicos especificos, j& que EDTA ndo causou inibi¢do, e que
também nao ¢ afetada por inibidores comuns de serino, acido ou proteases de cisteina, como

PMSF, Pepstatina A e Benzamidina, respectivamente.

Esses dados indicam a estabilidade e resisténcia da protease frente a condi¢des que
normalmente afetam outras enzimas, o que reforca seu potencial para aplicagdes industriais em

ambientes contendo surfactantes e inibidores.

4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram a viabilidade de utilizar residuos agroindustriais
como substrato para a producdo sustentavel de proteases colagenoliticas por Trichoderma
koningiopsis (UFPIT03) por fermentagdo em estado solido. O objetivo de desenvolver um
processo eficiente e sustentavel foi atingido, evidenciado pela obtengdo de enzimas com
atividade 6tima em pH alcalino (8,0) e boa estabilidade térmica. Essas caracteristicas destacam
a relevancia das enzimas para aplica¢des industriais em setores como alimentos, cosméticos e
processamento de residuos. As contribui¢des deste estudo ndo apenas ampliam o conhecimento
sobre a biotecnologia de fungos filamentosos, mas também refor¢am o potencial de abordagens
sustentaveis para a valorizagdo de residuos, oferecendo solugdes inovadoras e economicamente

viaveis para a industria.
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BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA
COM HIDROLISADO DE COLAGENO

Campo da invencio

[01] Essa invengao pertence ao setor técnico de biotecnologia e cuidados com a
saude. Descreve um produto inovador a base de quitosana e nanoparticulas de prata
associadas a hidrolisado de colageno, com propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatorias e pro-cicatrizantes, para o tratamento de lesdes cutaneas em humanos e
animais. Esse produto, obtido por um processo especifico, apresenta estabilidade,
biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradabilidade e capacidade de liberagdo
controlada da substancia ativa, favorecendo a cicatrizagéo de feridas, especialmente as
complexas. Além disso, destaca-se o baixo custo relativo da quitosana e o alto teor de
substancias benéficas do hidrolisado de colageno. A aplicagao desse produto e processo
pode beneficiar industrias médicas, veterinarias, cosméticas, de curativos e
farmacéuticas, ampliando as opcodes terapéuticas e promovendo avangos no cuidado da
pele e cicatrizagédo de feridas. Essa inovagao representa uma contribuicdo significativa
para a area, oferecendo um produto eficaz e versatil para o tratamento de ferimentos em
diversas aplicagbes e setores industriais. Além disso, o uso desses biofilmes pode ser
explorado em outras industrias relacionadas a saude, como a cosmética e a fabricagao

de curativos.

Fundamentos da invengao

[02] A cicatrizagdo ocorre em varias fases distintas. A primeira fase é a inflamatoéria,
que envolve a vasoconstricdo seguida de vasodilatagcdo em resposta a cascata de
coagulagao e as vias do complemento (Canedo-Dorantes, L., & Cafiedo-Ayala, M. Skin
Acute Wound Healing: A Comprehensive Review. Int. J. Inflam., 2019). A fase seguinte &
a proliferagao celular, que inclui a fibroplasia, onde ocorre a sintese e deposi¢cao da matriz
extracelular; a granulagdo, caracterizada pela formagdo de tecido rico em vasos
neoformados, macrofagos e fibroblastos; a contragao tecidual, que ocorre em feridas
abertas, queimaduras profundas, deiscéncia ou feridas tratadas com enxertos cutaneos,

permitindo o fechamento da ferida sem a formacgao de novo tecido.
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[03] Por fim, a epitelizagao, onde ocorre a migragao de queratindcitos e a mitose de
células epidérmicas para cobrir a ferida a partir da camada basal (Tan, S. T., & Dosan,

R. Lessons From Epithelialization: The Reason Behind Moist Wound Environment. The
Open Dermat. J. 2019). Apos a fase de proliferagdo celular, ocorre a remodelagao da

ferida, que envolve a sintese, degradacgéao e orientacao das fibras colagenas.

[04] Existem varias opc¢des de coberturas e substitutos de pele disponiveis
comercialmente para otimizar o processo de cicatrizagdo. Essas op¢des variam desde

gaze estéril a procedimentos mais sofisticados. Discutiremos alguns exemplos abaixo.

[05] As coberturas de Rayon sao consideradas um curativo estéril de alta qualidade e
possui esse nome por ser composto por malha de acetato e celulose, reduzindo sua
capacidade de aderir a ferida e assim evitando danos durante a remoc¢ao. Além disso,
sdo impregnadas com 4acidos graxos essenciais (AGE), estimulando o processo de
cicatrizacdo, uma vez que servem como hidratantes e estimulam a atividade celular no
local, acelerando e promovendo o processo natural de cicatrizacao da pele. Entretanto,
feridas muito profundas ou complexas podem exigir abordagens ou produtos
especializados (Naeem; Assim e Tufail. Perf. Eval. Anti Pilling and Easy-Care Finished
Rayon and Rayon/Cotton Satin Fabric. Jour. Nat. Fib. Vol. 19; n°3, 2020).

[06] Algumas outras coberturas possiveis incluem: Coberturas baseadas em alginato
de calcio, que entre suas vantagens oferece uma alta absorg&o de exsudato e facilidade
de remocao, entretanto precisam ser trocadas com frequéncia e podem aderir a ferida
caso nao haja umidade suficiente no local (Li et al. Prep. and Phys. Prop. of Cav. Calc.
Alg. Wound Dressings. AMR 332-334, 1670-1675. 2011). Coberturas do tipo
hidrocoldide, compostas por massa hidrofilica gelavel aplicada na forma semissolida a
um carreador flexivel semipermeavel, formando um ambiente umido e protegido de
contaminantes externos, mas também exigem trocas frequentes e podem gerar
desconforto se usadas em feridas préximas a pelos ou cabelo (Thomas. Hydrocolloid
dressings in the management of acute wounds: a review of the literature. IWJ. V.5, Pg.
602 — 613. 2008).

[07] Ja coberturas de espuma que além de possuir alta capacidade de absorgao do
exsudato, possui maior permeabilidade ao vapor e promove maior amortecimento, mas
ainda precisam de trocas frequentes e podem atingir maiores espessuras que suas

concorrentes, delimitando as areas de uso (Santamaria et al. Clinical perf. Charact. for

79



bord. foam dress. in the treat. of complex wounds: An int. wound dress. Tech. Exp. panel
review. Int Wound J. Pg.1-7; 2023).

[08] Buscando reduzir a toxicidade e rejeigao as opgdes também sdo usadas matrizes
biopoliméricas como celulose e colageno, que além da biocompatibilidade, fornecem
suporte estrutural e estimulam a cicatrizagao (Tenorova et al., Prep. and eval. of bilayer
films based on collag. and carboxymethylcellulose for wound therapy. Ceska a Slovenska
farmacie. Pg. 229-236. 2019). Entretanto o custo elevado da obtencdo desses materiais
limita seu uso. (Dai, C., Shih, S., & Khachemoune, A. Skin substitutes for acute and

chronic wound healing: an updated review. Journal of Dermatological Treatment, 2020).

[09] Ainda podemos listar como alternativa a terapia a vacuo, terapia com oxigénio
hiperbarico, enxertos de pele, suturas e pontos e desbridamento cirurgico. No entanto,
nenhuma dessas opg¢des demonstra superioridade em acelerar a cicatrizacéo e prevenir
a infeccdo autdloga, sendo necessaria a combinagdo com outros tratamentos e,

consequentemente, 0 aumento nos processos e no custo.

[0010] Diante disto, € notavel o empenho para o desenvolvimento de produtos e
processos a fim de suprir a necessidade no tratamento de feridas que possam atuar de
forma ampla, ndo gerem desconforto no paciente e possuam agao antimicrobiana,
acelerando assim o processo de cicatrizacdo. Neste sentido, esta patente propde um
produto composto nanoparticulas de prata agregadas a peptideos de colageno
imobilizados em biofilme de polissacarideos e seu processo de obtencdo. Uma vez que
os peptideos de colageno associados ao biofilme podem atuar na cicatrizagdo e as
nanoparticulas de prata promovem uma acio antimicrobiana fornecendo um produto
completo. Além disso, o processo de obtencdo desse produto, descrito no presente
invento € composto por etapas simples e matéria prima barata, ampliando assim sua

possibilidade de uso.

[0011] Os documentos que antecedem a presente patente descrevem produtos e
processos que nao atendem a todas as necessidades do mercado atual, como pode ser

observado nos documentos patentarios a seguir.

[0012] A patente PI08038074A descreve o processo de obtengéo de sistema de liberagao
controlada de farmacos Lipofilicos com base em filme multicamada constituido por uma
camada de polimero biodegradavel de quitosana e outra do mesmo polimero contendo

o farmaco disperso. A presente invengdo se diferencia da patente PIO8038074A ao

80



oferecer propriedades antimicrobianas aprimoradas, agao anti-inflamatdria, estabilidade
e liberagdo controlada da substancia ativa, baixo custo relativo com a utilizagdo da
quitosana e alto teor de substancias benéficas com o hidrolisado de colageno. Além
disso, a sua inovacao € versatil e possui aplicagcdes em diversos setores, ampliando as

opgdes terapéuticas para o tratamento de feridas e lesdes cutaneas.

[0013] A patente BR1320130338671E2 dispde de um produto para tratamento de lesdes
cutaneas complexas em pele humana e animal, produzido a partir de filme de quitosana,
acido (organico ou inorganico) e fragdo hidroalcéolica de Barbatimdo das espécies
Stryphnodendron obovatum, Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron
poyphylum. Esta invencédo difere da patente BR1320130338671E2 ao oferecer um
biofilme cicatrizante formulado a base de um blend polissacaridico (quitosana e
galactomanana), associado a nanoparticulas de prata associadas a peptideo de
colageno. As vantagens incluem propriedades antimicrobianas aprimoradas, agao anti-
inflamatdria, estabilidade e liberagao controlada da substancia ativa, baixo custo relativo
com a utilizagdo da quitosana e alto teor de substancias benéficas com o hidrolisado de

colageno, além de ampla aplicagado em diversos setores.

[0014] A patente BR01020190023708A2 descreve filme a base de quitosana e zeina
para liberagdo controlada de antimicrobianos como acido elagico. Obtendo atividade
contra Staphylococcus aureus e P. aeruginosa aeruginosa. Diferente da patente
PI08038074A, o presente invento oferece propriedades antimicrobianas aprimoradas
com as nanoparticulas de prata, acdo anti-inflamatoria, estabilidade e liberagdo
controlada da substancia ativa. Em comparagcéo com a patente BR1320130338671E2,
destaca-se pelo baixo custo relativo da quitosana e da galactomanana extraida de
Cassia grandis, alto teor de substancias benéficas com o hidrolisado de colageno e
ampla aplicagdo em diversos setores. Além de oferecer propriedades antimicrobianas
aprimoradas e um amplo espectro de atividade contra microorganismos patogénicos.
Essas vantagens tornam o presente invento uma opcédo eficaz, versatil e

economicamente viavel para o tratamento de feridas e lesbes cutaneas.

[0015] A patente BG66767B1 refere-se a uma composi¢cao biologicamente ativa para
tratamento de feridas crbénicas contendo protease, glicerina, hidrolisado de colageno,
ions de magnésio e zinco, vitaminas e anti-sépticos. Sendo previsto para uso de
tratamento de defeitos da pele, como picadas, inflamacdo em queimaduras ou insetos,

atingindo hematoma de ferimento, para liquen ou sarna de psoriase e afins. A presente
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patente apresenta vantagens distintas em relagao a patente BG66767B1, destacando-
se pela presenca de nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas
aprimoradas e liberacao controlada da substancia ativa. Além disso o biofime é
relativamente mais barato uma vez que € composto por quitosana e galactomanana e
pode ser obtido de fontes diversas, facilitando sua extracdo. Além disso, a protease com
atividade colagenolitica e os peptideos de colageno aceleram o processo de cicatrizagéo
proporcionando uma abordagem eficaz e versatil para o tratamento de diversos tipos de

feridas, incluindo picadas, inflamagdes, queimaduras, lesées cutaneas e afins.

[0016] A patente US4060081A descreve uma pele sintética composta por membrana de
multiplas camadas, cuja primeira camada é formada por hidrolisado de colageno e
polissacarideo e a segunda camada composta por uma membrana de material sintético
como como resinas de silicone, poliacrilato ou ésteres de polimetacrilato ou seus
copolimeros e poliuretanos. A presente patente difere de US4060081A por proporcionar
biofiime cicatrizante biocompativel, flexivel, biodegradavel e com capacidade de

liberagao controlada, favorecendo a cicatrizagao de feridas complexas.
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[0017] A patente EP0187703B1 defende sistema de liberacdo continuada composto por
preparacao de quitosana, polimero e farmaco que nao inclua uma proteina soluvel em
agua. A presente invencédo difere da citada uma vez que propde biofilme incorporado
com nanoparticulas de prata e hidrolisado de colageno, proporcionando ndo s6éo um

produto pré-cicatrizagdo como antimicrobiano.

[0018] A patente BR1020180751573A2 defende o uso de colagenase em composi¢cao
de creme dermatolégico para o tratamento de queimaduras e feridas compreendendo
um ingrediente ativo farmacéutico API Sulfadiazina de Prata 1% (10 mg/g) e Colagenase
0,006% 0,6 U/g e um sistema de base para creme hidrofilico. A presente patente difere
de BR1020180751573A2 por utilizar biofilme incorporado com nanoparticulas de prata
(AgNP) associada a hidrolisado de colageno, favorecendo a epitelizagao e cicatrizagéo
de feridas, além de reduzir as chances de contaminacdo microbiana pela acao

antimicrobiana da AgNP.

[0019] A patente PI96069970A descreve uso de polimeros soluveis em agua para
liberagdo controlada de colagenase usado no melhoramento de tecido cutaneo.
Diferentemente, a presente patente utiliza blend polissacaridico associado a
nanoparticulas de prata oriundas de bioativos de origem microbiana. Essa combinagao
proporciona propriedades antimicrobianas aprimoradas, acao anti-inflamatdria,
estabilidade e liberacdo controlada da substincia ativa. Além disso, o biofilme
cicatrizante formulado na sua patente possui biocompatibilidade, flexibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de liberagédo controlada, favorecendo a cicatrizagéo de

feridas, especialmente as complexas.

[0020] US109530433B2 apresenta um produto, composto por multiplos componentes
junto a nanoparticulas de prata, que propde tratamento para infecgées causadas por
virus, bactérias e fungos. A presente patente difere de US109530433B2 por associar as
nanoparticulas de prata a substancias com agéao cicatrizando, possibilitando seu uso no
tratamento de feridas. O biofilme cicatrizante formulado nessa patente apresenta
estabilidade, biocompatibilidade, flexibilidade e capacidade de liberagao controlada da
substancia ativa, favorecendo a cicatrizagcdo de feridas complexas em humanos e

animais.
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[0021] A patente US20160220606A1 descreve sistema multicamadas composto por
prata coloidal, cobre coloidal e éxido de zinco coloidal misturados em agua purificada
estéril para tratamento de feridas, funcionando como antimicrobiano. A presente patente
difere da citada por utilizar biofilme composto por quitosana e galactomanana associados
a nanoparticula de prata com hidrolisado de colageno, possibilitando o uso tépico de um

produto com alta durabilidade, biodegradavel e com acgéo cicatrizante e antimicrobiana.

[0022] A patente KR20120137642A é constituida por nanoparticula de prata atrelada a
sulfato de condroitina para tratamento de feridas ao mesmo passo que previne a
proliferagcdo de bactérias e assim, acelerando a recuperacédo do tecido. A presente
patente difere de KR20120137642A por apresentar produto com nanoparticulas de prata
e hidrolisado de colageno associados a biofilme polissacaridico com capacidade de
liberagdo controlada da substancia ativa, permitindo uma ag¢ao prolongada e eficaz no
local da ferida, reduzindo a necessidade de trocas. Ele também promove a estabilidade
do ambiente da ferida, mantendo umidade adequada e evitando a desidratagcdao do
tecido, bem como biocompatibilidade evitando rea¢des adversas. Além disso, o biofilme
polissacaridico € flexivel, o que facilita sua aplicacdo em diferentes tipos de feridas,
incluindo feridas complexas. Por fim, seu baixo custo relativo, principalmente devido a
disponibilidade e prego acessivel da quitosana e da galactomanana, torna essa

tecnologia mais viavel economicamente.

[0023] A patente WO2018015976A1 descreve produto usado para tratamento de feridas e
controle de infecgdo composto por nanoparticulas de prata como agente antibacteriano,
um agente antioxidante como acido galico e Esfingosina-l-fosfato como indutor da
proliferacdo de células endoteliais. A presente patente difere de WO2018015976A1 ao
oferecer um produto que combina nanoparticulas de prata, hidrolisado de colageno e
biofilme polissacaridico, proporcionando liberacdo controlada da substancia ativa,

estabilidade do ambiente da ferida, biocompatibilidade, flexibilidade e baixo custo.



[0024] WO2014147638A1 descreve matriz para uso em cicatrizacdo de feridas
compostas por: algodao, quitosana, nanoparticula de prata e antioxidante, a presente
patente diferencia-se por proporcionar produto mais eficaz e economicamente viavel
para o tratamento de feridas, representando uma inovacgao significativa no campo da

cicatrizagado e cuidados com a pele.

Breve descricio dos desenhos

[0025] A presente patente € detalhada na imagem a seguir:

A Figura fluxograma do processo de obtengao do produto descrito na presente patente.
Onde, [A] representa féormula geral de galactomanana extraida de Cassia grandis; [B]
representa formula geral de quitosana; [C] representa a jungéo de [A] e [B] por meio de
agitacdo; [D] ilustra a agdo de uma colagenase para formagdo dos peptideos de
colageno; [E] representa os peptideos formados a partir da agdo da colagenase; [F]
ilustra a Ag+ utilizada para formagao das nanoparticulas de prata (AgNP); [G] representa
a unido de [E] e [F] para formacao de AgNP com hidrolisados de colageno; [H] simboliza
a juncao do gel polissacaridico a AgNP para formulagéo do produto e [l] representa a
confeccao do biofilme.

Descricio da invengao

[0026] A presente invencgao propde a formulacao de um biofilme gerado a partir da fusao
de um gel contendo uma mistura de galactomanana extraido das sementes de Cassia
grandis e quitosana com uma mistura de nanoparticulas de prata com peptideo obtido

através da degradagéo do colageno tipo IV por colagenases.

[0027] A potencialidade dessa invengao esta em conduzir ao mercado um produto que
traz a combinagdo de ingredientes naturais, juntamente com as propriedades
antimicrobianas das nanoparticulas de prata, oferecendo assim uma possivel aplicagcao
na area biomédica e veterinaria, como em curativos de feridas, dispositivos médicos
revestidos e outras aplicagdes relacionadas a cicatrizagao de tecidos e prevengao de

infecgdes.

[0028] O produto proposto passa por trés etapas distintas para sua obtengao: I.
Formacgédo de blend por meio da associagdo da galactomanana com a quitosana; Il.

Obtencao das nanoparticulas de prata pela unido de Ag+ com o peptideo resultante da
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quebra do colageno tipo IV e colagenase industrial; lll. Fusdo das etapas anteriores para
a formacao do biofiime. A seguir, serdo detalhadas as descri¢des de cada uma dessas

etapas.

[0029] Etapa I: Formagao de blend polissacaridico. A formagédo do gel ocorre pela
combinagao da galactomanana e da quitosana, dois polissacarideos, resultando em uma

estrutura gelatinosa. O processo envolve 0s seguintes passos:

[0030] Obtengao da galactomanana: A galactomanana é um polissacarideo presente nas
sementes de leguminosas, sendo particularmente abundante nas sementes de Cassia
grandis. Sendo assim, preferencialmente deve ser realizada a coleta e lavagem das
sementes de Cassia grandis utilizando desinfetantes quimicos como alcool, peréxido de
hidrogénio, clorexidina ou, preferencialmente, hipoclorito de so6dio em baixas
concentracdes, preferencialmente 0,1% para remocao de impurezas e reducdo da

contaminagao microbiana. As sementes devem passar por secagem e trituracao.

[0031] O extrato vegetal é obtido por meio de agitacdo de solu¢gdo composta por solugao
salina, preferencialmente NaCl a 0,15 mol/L e da farinha de sementes de Cassia grandis.
A agitagao pode ser realizada por meio de agitador magnético, mecéanico ou orbital,
preferencialmente orbital, no periodo de 1h a 24h, preferencialmente 4h, em temperatura
de 4°C a 16°C, preferencialmente 4°C. Apds o periodo de agitagao, o extrato deve ser
centrifugado em velocidade média de 11.180xg entre 10 a 20 min, preferencialmente 15

min, para remog¢ao de impurezas com densidade mais elevada.

[0032] Obtengao da quitosana: A quitosana, um polissacarideo derivado da quitina, é
geralmente comercializada na forma de um p6 ou flocos. A obtencédo de quitosana a
partir de quitina envolve a remocao seletiva da N-acetilacéo, resultando em um polimero
mais soluvel em meio aquoso. Diferentes métodos de extracdo podem ser utilizados,
incluindo a hidrolise acida, em que a quitina é submetida a hidrolise com acido cloridrico
ou acido acético, resultando em uma solugdo contendo quitosana; a desacetilagéo
alcalina, em que a quitina é tratada com uma solugao alcalina, como hidréxido de sddio
ou hidréxido de potassio, em altas temperaturas, promovendo a conversdo em quitosana;
e a desacetilagdo enzimatica, que utiliza enzimas como quitinase e quitosanase para
catalisar a desacetilagdo da quitina em quitosana, sendo um método mais suave que
preserva as propriedades funcionais do polimero.

[0033] Mistura das solugdes: a solugdo de galactomanana (0,5% a 1,5%,
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preferencialmente 1%) é adicionada gradualmente a solugéo de quitosana (1% a 2%,
preferencialmente 1%) sob agitacdo constante. Durante esse processo, as cadeias
moleculares da galactomanana interagem com as da quitosana, promovendo a formagao
de ligagdes fisicas eletrostaticas e interagdes moleculares, resultando na formagao do

gel.

[0034] Etapa II: Sintese de nanoparticulas de prata. A sintese das nanoparticulas de prata
pela unido de Ag+ com um peptideo resultante da quebra do colageno tipo IV e
colagenase industrial envolve um processo complexo que combina a agdo enzimatica da
colagenase sobre o colageno tipo IV, resultando em fragmentos de peptideos
especificos, essa reacao deve ocorrer por pelo menos 30min, preferencialmente durante
1 hora a 37°C. Esses fragmentos sao posteriormente combinados com ions de prata,
resultando na formagao das nanoparticulas de prata. A unido entre os fragmentos de
colageno e a prata ocorre por meio de interagdes eletrostaticas ou ligagdes covalentes.
Durante a reacdo, os ions de prata sdo reduzidos, levando a formacdo das
nanoparticulas. Esse processo pode durar de 5 minutos a 1 hora, preferencialmente

durante 1 hora para garantir o maximo aproveitamento.

[0035] Etapa Illl: Formagao do Biofilme. As solugbes contendo a mistura de
polissacarideos e a AQNP com hidrolisado de colageno sdo combinadas para formagao
completa do biofilme, essa mistura deve, preferencialmente, estar na proporcdo de
1:100. Apds a mistura completa das solucgdes, o sistema é deixado em repouso para
permitir que o gel se forme. Esse periodo de repouso é conhecido como gelificagao, no
qual ocorrem interagdes mais fortes entre as cadeias moleculares da galactomanana e

da quitosana, resultando na formagao de uma matriz gelatinosa estavel.

[0036] O processo de formagdo do biofiime envolve a combinagdo sinérgica de
componentes bioativos. A associagéo da galactomanana com a quitosana forma um gel
que proporciona uma matriz polimérica tridimensional estavel, essencial para o suporte
estrutural e adeséo celular, importantes na engenharia de tecidos e regeneragao de
tecidos danificados. As nanoparticulas de prata, carregando o peptideo do colageno tipo
IV obtido pela quebra com colagenase industrial, conferem ao biofilme atividade
antibacteriana e propriedades bioativas, inibindo o crescimento de micro-organismos
indesejados e interagindo com células e tecidos para uma resposta bioldgica adequada.

Essa fusdo de componentes resulta em um biofilme com caracteristicas distintas, como
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estabilidade, atividade antimicrobiana, biocompatibilidade e potencial regenerativo.

Exemplos de concretiza¢des da invencao

[0037] A presente invencgao é mais bem descrita de acordo com os exemplos a seguir:

Exemplo 1: Obtencao da galactomanana.

[0038] As sementes de Cassia grandis foram coletadas na zona rural do estado de
Pernambuco, no municipio de Angelim (Brasil). O espécime botanico foi identificado no
Herbario DARDANO DE ANDRADE LIMA do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA), onde foi depositado um Voucher [ldentificagdo Botanica N°32/2011; Codigo de
identificacdo IPA-102.086; C. grandis. As sementes coletadas foram limpas com
hipoclorito de sddio a 0,1% e trituradas até po6 para obtengao de uma farinha fina e o
extrato aquoso foi obtido utilizando p6 seco (10:90, p/v) em solugao de NaCl 0,15 mol/L,
seguido de agitagdo em agitador orbital por 4h a 4°C. Em seguida, o extrato foi

centrifugado a 11.180xg por 15min e o sobrenadante foi armazenado a -20°C.

Exemplo 2: Formacao de blend polissacaridico.

[0039] O extrato de Cassia grandis contendo galactomanana foi incorporado a quitosana
comercial em solugdo aquosa, ambas a 1%, sob agitacdo constante a 25°C até a
formacgao de um gel.

Exemplo 3: Sintese de nanoparticulas de prata.

[0040] A priori, foram sintetizados peptideos de colageno a partir da incorporagéo de
colagenases com colageno do tipo IV, e essa reagao ocorreu por Uma hora a 37°C. Apos
esse periodo foi adicionada Prata (Ag+) a solugdo rica em enzima e hidrolisado de

colageno, resultando na nanoparticula de prata (AgNP+E+PC).

Exemplo 4: Formacao do biofilme.

[0041] Foi realizada a combinag&o das solugdes dos exemplos 2 e 3, formando um gel
rico em polissacarideo e AgNP agregadas a hidrolisados de colageno. Foi utilizado a
concentragdo de 0,01% de peptideo de colageno nesta mistura, e mesmas
concentragdes de protease colagenolitica e AgNP. Este material foi entdo disposto sobre

superficie lisa até que atinja a espessura de 1mm e acondiciona a 25°C por 24h.
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[0042] Exemplo 5. Analise Histoldgica da acao do biofilme.

[0043] Todos os tratamentos de animais foram realizados de acordo com os principios
éticos para o trabalho experimental (Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratério, SBCAL, Sao Paulo, Brasil, 2013) e o Guia dos Institutos Nacionais de Saude
para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (Publicagdes NIH No. 8023, revisado
em 1978). O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (Processo n°® 23076.047366/2013-97).

[0044] Em cada experimento, 4 ratos Wistar machos adultos (350 g, 90 dias de idade)
foram anestesiados; a regido dorsal foi tricotomizada e limpa com iodopovidona e depois
com etanol 70% (v/v). A pele foi excisada das costas abaixo do pesco¢o usando uma
puncao de ago (1 cm), criando uma ferida de espessura total. Os biofilmes formados
foram aplicados sobre as feridas e imediatamente aderidos a cavidade da ferida. Os

animais foram mantidos em gaiolas individuais com acesso total a agua e comida.

[0045] Apds 3, 6, 10 e 14 dias de experimento, as lesbes foram medidas quanto ao
comprimento e largura, e em seguida, removidas com uma tesoura cirurgica estéril,
garantindo uma margem de pelo menos 2 mm de borda cutdnea. Para avaliar a
porcentagem de contracao da ferida em areas circulares, foi utilizada a seguinte férmula:
% de contragéo da ferida = (Area inicial - Area no dia X) / Area inicial x 100. Logo apés
a remocao das lesbes, amostras de pele foram cuidadosamente colocadas em
quadrados de papel de filtro e fixadas em uma solugéo de formalina a 10% tamponada
em PBS (pH 7,2). Ap6s um periodo maximo de 48 horas, os tecidos foram submetidos a
cortes histoldgicos. Para isso, foram desidratados em uma série graduada de etanol,
seguido por clarificagdo em xilenol e, por fim, imersdo em cera de parafina. Os cortes
obtidos tinham uma espessura de 5 ym e foram corados com hematoxilina e eosina
(H&E). Em seguida, as laminas de vidro foram montadas para analise microscépica.
Esse procedimento permitiu a observacgao detalhada das caracteristicas histolégicas das
amostras de pele, fornecendo informagdes relevantes sobre o processo de cicatrizagao
das lesbes. A coloracdo com hematoxilina e eosina destacou diferentes estruturas
celulares, permitindo a identificacdo e analise das células presentes na regido da ferida.
Essas etapas metodoldgicas foram fundamentais para avaliar a evolugao das lesdes ao
longo do tempo e compreender os mecanismos envolvidos no processo de cicatrizagao.

A analise histolégica proporcionou uma visao mais aprofundada das alteragdes teciduais,
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auxiliando na interpretacdo dos resultados obtidos e na obtencdo de informacdes

valiosas para a pesquisa.

[0046] Como resultado o curativo proposto na presenta invengcdo aumentou
significativamente a velocidade de cicatrizagao da ferida quando comparado ao controle.
A porcentagem de contracdo da ferida foi determinada para o controle sem tratamento
(grupo controle, 51,7 £ 5,3%), biofilme (grupo 2, 65,3 + 3,2%). Apds 3 dias pos-ferimento,
ha clara abundancia de tecido de granulagdo e neovascularizagdo em tratamentos com
o biofilme proposto. Além disso, os grupos com o biofilme apresentaram abundancia de
tecido de granulagdo em maturacdo, o que indica um processo ativo de epitelizagao da

ferida.
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REIVINDICACOES

[01] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO,
caracterizada por conter os ingredientes quitosana, galactomanana, peptideos de

colageno, enzima, e nanoparticulas de prata em uma base hidrossoluvel.

[02] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO,
de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato de que o ingrediente quitosana
estd presente em uma concentragdo que varia de 0,5% a 1,5% e o ingrediente

galactomanana esta presente em uma concentragéo que varia de 1,0% a 2%.

[03] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO,
de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por conter ainda os ingredientes

peptideos de colageno e enzima colagenolitica

[04] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO
de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato de que o ingrediente peptideo
de colageno esta presente em uma concentragcdo que varia de 0,01% a 0,03% e o

ingrediente enzima colagenolitica esta presente em uma concentracao 0,01%.

[05] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO,

caracterizada por apresentar atividade cicatrizante e antibacteriana.
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[06] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO
de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizada pelo fato dos compostos quitosana,

galactomanana, peptideos de colageno e enzima apresentarem atividade cicatrizante.

[07] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND POLISSACARIDICO
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO
de acordo com a reivindicacao 2, caracterizada pelo fato dos compostos nanoparticulas

de prata apresentarem acgao antibacteriana.
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RESUMO

BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA
COM HIDROLISADO DE COLAGENO

Os filmes ou membranas para revestimentos sao definidos como matrizes preparadas a
partir de biomateriais e amplamente utilizadas desde a area farmacéutica até a
alimenticia. Quitosanas e galactomanana apresentam propriedades fisicas particulares
para diferentes formulagdes filmogénicas, sugerindo sua promissora utilizagdo como
curativo topico de feridas, por exemplo. O presente produto descrito € um biofilme
formulado a base de um blend polissacaridico (quitosana e galactomanana), atéxico,
hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de acesso facil, associado as nanoparticulas
de prata, com caracteristicas antibacterianas, oriundas de bioativos de origem
microbiana, os quais podem potencializar o efeito cicatrizante de feridas. Os bioativos
presentes no filme sdo obtidos a partir de um processo de degradagcdo enzimatica
contendo enzima colagenase e colageno bovino Tipo IV em reagao térmica (30°C), sob
agitacdo magnética por 1h. Apds o procedimento de hidrélise, a essa solugao contendo
enzima e peptideos de colageno foi adicionada solugao de nitrato de prata para sintese
verde de nanoparticulas. Ao final, foi preparada uma mistura homogénea de quitosana,
galactomanana (obtida de Cassia grandis) e bioativos de nanoparticulas de prata para a
formacéao do produto. O biofilme, rico em bioativos, por apresentar moléculas naturais,
apresentam agao hipoalergénica, e sdo capazes de acelerar o processo cicatricial.
Assim, as caracteristicas do biofilme o tornam mais do que viavel a sua utilizagdo como

suporte para imobilizacdo de sistemas de liberagdo de drogas.

93



DESENHOS

Figura 1
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstrou a viabilidade de utilizar residuos agroindustriais como substrato para
a producdo sustentavel de proteases colagenoliticas por Trichoderma koningiopsis (UFPIT03) por
fermentagao em estado solido. O objetivo de desenvolver um processo eficiente e sustentavel foi atingido,
evidenciado pela obtencdo de enzimas com atividade 6tima em pH alcalino (8,0) e boa estabilidade térmica.
Sendo assim, torna-se relevante o uso das enzimas colagenoliticas para aplicagdes industriais em setores
como alimentos, cosméticos e processamento de residuos. As contribuicdes deste estudo ndo apenas
ampliam o conhecimento sobre a biotecnologia de fungos filamentosos, mas também refor¢am o potencial
de abordagens sustentaveis para a valorizagdo de residuos, oferecendo solugdes inovadoras e
economicamente vidveis para a industria. Quanto ao desenvolvimento do biofilme cicatrizante a base de
quitosana e galactomanana associado a nanoparticulas de prata com hidrolise de coldgeno, rico em
bioativos, apresentam agdo hipoalergénica, e sdo capazes de acelerar o processo cicatricial. Dessa forma,

¢ possivel explorar suas propriedades funcionais e possiveis aplicagdes industriais.
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