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RESUMO

Nos ultimos anos foi constatado um crescimento consideravel, do consumo de pescados
principalmente em funcdo do aumento da populacao e pela demanda de alimentos mais
saudaveis. A tilapia (Oreochromis niloticus) € uma espécie de peixe rico em proteinas e
um excelente iguaria na culinaria brasileira, porém o processo de obtencédo do filé gera
grandes quantidades de residuos como visceras, escamas, 0SSOS e pele que sao
despojadas no ambiente sem qualquer tipo de tratamento. A producdo do colageno e
hidrolisados a partir desses residuos vem mudando o cenario das industrias visto que
apresentam propriedades emulsificantes, agentes espumantes, estabilizantes coloidais,
peliculas biodegradaveis, agentes microencapsulantes, com a tendéncia de substituir o
material sintético, pelo naturalcom uma bioatividade e biocompatibilidade para
aplicacdes medicinais. O presente trabalho apresenta a otimizacdo do o processo de
extracdo em que o método empregado foi o de, acido-base, onde a pele foi tratada
utilizando solucdes de NacCl (0,8 M), NAOH (0,1M) e &cido acético (0,05 M), visando o
desacoplamento do colageno e sua extracdo juntamente com outras proteinas e
contaminantes. A purificacdo foi realizada através de etapas de centrifugacbes e
processos de precipitacbes salinas, removendo as proteinas nao colagenosas. A
proteina de interesse foi quantificada pelo método de Bradford, obtendo um rendimento
maximo de % com o impelidor tipo turbina e velocidade de rotacdo 400rpm. A pureza
indicou os tipos de cadeias a, B e y) que fazem parte do colageno tipo | e que estavam
presentes no material obtido no referido processo, teve sua presenca confirmada através
de analise de gel de eletroforese SDS 12%. O método de FTIR também foi empregado
e seus resultados apresentaram picos que comprovam a existéncia da estrutura

helicoidal tripla pertencente ao colageno.

Palavras-Chaves: Tratamento. PoluicAoAmbiental. Residuos de Pescado. Proteina



ABSTRACT

In recent years there has been a considerable increase in fish consumption, mainly
due to the increase in population and the demand for healthier foods.Tilapia
(Oreochromis niloticus) is a species of fish rich in proteins and an excellent delicacy in
Brazilian cuisine, but the process of achievement filé generates large amounts of
residues such as viscera, scales, bones and skin that are stripped in the environment
without any type treatment. The production of collagen and hydrolyzates from these
residues has been changing the industry scenario since they have emulsifying
properties, foaming agents, colloidal stabilizers, biodegradable films,
microencapsulating agents, with the tendency to substitute the synthetic material for
natural with a bioactivity and biocompatibility for medical applications.In the acid-base
extraction method, the skin was treated using solutions of NaCl (0.8 M), NaOH (0.1 M)
and acetic acid (0.05 M), aiming at the decoupling of collagen and its extraction
together with other proteins and contaminants. The purification was performed through
centrifugation steps and saline precipitation processes, removing non-collagenous
proteins. The protein of interest was quantified by the Bradford method, maximum yield
of 71.06% with the turbine impeller and rotational speed 400rpm. The purity indicated
the types of chains (a, B and y) that are part of the type | collagen and that were present
in the material obtained in said process, had its presence confirmed through analysis
of 12% SDS electrophoresis gel. The FTIR method was also employed and its results
showed peaks that prove the existence of the triple helical structure belonging to

collagen.

Keywords: Treatment. Environmental Pollution. Fish Residues. Protein
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1. INTRODUCAO

A demanda mundial por pescados nos ultimos anos tem apresentado um
crescimento consideravel, principalmente em funcédo do aumento da populacéo e pela
demanda de alimentos mais saudaveis, ricos em proteinas e livre de agrotoxicos. De
acordo com SGARBIERI, (1999) o pescado € uma excelente fonte de nutrientes, pois
seus musculos sdo compostos de proteinas de elevado valor nutricional por conterem
alta porcdo de aminoacidos essenciais, particularmente aqueles que séo limitantes

em proteinas de origem vegetal

No entanto sabe-se que no processo de geracdo de produtos pesqueiros ha
sempre o0 acumulo de residuos biolégicos, um exemplo € o processo de filetagem que
pode gerar até 70% de residuo que incluem: cabeca (14%), carcaca (35%), visceras
(10%), pele (10%) e escamas (1%) (BUENO, 2008). Estes residuos por ndo terem
valor econdmico agregado sdo depostos no ambiente de qualquer forma causando o
mau cheiro e atracdo de insetos, o que confere riscos a saude publica de ribeirinhos
e em diversos outros ambientes (ALVES, 2016). Uma das formas de aproveitar esses
residuos descartados é a producao de proteinas, por exemplo a obtencao de colageno

da pele de tilapia do nilo.

No Brasil, a maior parte do colageno é proveniente dos subprodutos da
industria de carne bovina, em funcdo de sua elevada producdo para exportacao.
Porém, o surto de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) e questdes religiosas,
recorrentemente, apresentam-se como obstéaculos para o continuo uso do colageno
originario dessas fontes (SADOWSKA et al., 2003; SILVA & PENNA, 2012). Sendo
assim nos ultimos anos o colageno extraido de pele de peixe vem ganhando espago

e atencao.

Segundo LEE e colaboradores, (2001) o colageno possui propriedades naturais
gue incluem baixa resposta imunolégica, baixa toxicidade e habilidade de promover o
crescimento celular e a reconstrugcéo (in vitro e in vivo) da estrutura microfibrilar
encontrada em tecidos naturais, podendo ser aplicados nas industrias alimenticias,
farmacéutica e de cosméticos. Neste sentido, este estudo busca otimizar o processo
de obtencado de colageno hidrolisado, bem como, avaliar a viabilidade da producéo a
partir de residuos de pescados para aplicacdo nas diferentes industrias que

empregam este produto como matéria prima.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Otimizacdo do processo de obtencdo de colageno hidrolisado a partir de
residuos pesqueiros utilizando a pele da espécie Oreochromis niloticus e empregando

metodologia de baixa complexidade e custos para aplicacéo industrial.

2.2. Objetivo Especifico
° Extracdo de colageno a partr da pele do peixe

(Oreochromisniloticus);

) Parcial Purificacéo e rendimento do colageno mediante o método
empregado;
° Avaliar a influéncia da agitacdo no processo de extracdo a partir

de diferentes impelidores e velocidade de agitacdo no rendimento da reacao;
) Determinar a carga da proteina de colageno hidrolisado tipo I;
) Caracterizacao do produto obtido utilizando a técnica FTIR.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A palavra colageno é derivado de dois termos gregos onde KOLLA significa
cola, e GENNO que significa producdo (SHIMOKOMAKI,1992). Colageno € a proteina
fibrosa de origem animal e mais abundante em mamiferos, representando 30% das

proteinas totais e 6% em massa do corpo humano (TONHI & PLEPIS, 2002).

De acordo com as pesquisas de Prestes e colaboradores (2013), o colageno
apresenta na sua familia 27 isoformas de proteinas, sendo o principal elemento
estrutural dos tecidos conjuntivos ao longo do corpo, como 0ssos, tenddes, cartilagem,
veias, pele, dentes, vasos sanguineos, corneas bem como nos musculos e demais
orgaos dos vertebrados. O colageno é constituido de cadeias peptidicas dos quais 0s
aminoacidos sado representados por 30% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina,
10% de hidroxiprolina, 1% de hidroxilisina e pequenas quantidades de aminoacidos

polares carregados.

De acordo com Johnse Courts (1977) o coladgeno € uma proteina caracterizada
pelo alto teor de glicina, prolina e hidroxiprolina, podendo sofrer desnaturacdo na
presenca de solucbes acidas diluidas e convertido em proteina solivel como a
gelatina, quando solubilizado em solugbes aquecidas. Segundo Motta (2003), o
colageno é composto por trés cadeias principais, glicina, prolina e hidroxiprolina, que
entrelagam as suas cadeias a entre si formando macromoléculas de hélice
triplaestavel (figura 1).

Figura 1- Representacdo da estrutura e aminoacidos do colageno Pro(azul)-Hyp(amarelo)
Gly(vermelho)

Fonte: BELLA., 1995


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Bella,%20J.
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3.1. Tipos de colagenos

De acordo com Fessler (1974) a composicdo de aminoacidos presentes no
colageno varia de acordo com a espécie, tecidos e a forma de extracdo. Atualmente
a literatura reporta a existéncia de pelo menos 19 tipos de colageno que séo
denominados a partir algarismos romanos e vao | a XIX como representado na Tabela
1 (GONCALVES et al, 2015). Segundo DARMODARA e colaboradores (2010), alguns
deles ja foram identificados e caracterizados como colageno fibroso estriado - os tipos
I, I e lll, e ndo fibroso os tipos IV ou da membrana basal sdo denominados
miofibrilares os tipo VI e VII ou matriz miofibrilar, os pericelulares séo os tipos V, IX e
X e os que ainda n&o foram classificados sao os tipos VIl e XI.

Tabela 1-Representagdo dos tipos de colagenos e suas respectivas localizagfes

Tipo de Localizagao nos diversos tecidos
colageno

I E o tipo mais comum, s&o encontrados nos tenddes,
derme, nos 0ssos e até mesmo na cornea. Forma fibras e

feixes de colageno.

Il Encontrado em, cartilagem elastica e hialina, discos
intervertebrais e nos olhos, a sua sintese ocorre nos

condroblastos. Muito parecido com coladgeno Tipo .

i Abundando no tecido conjuntivo frouxo, € encontrado
na artéria aorta do coragéo, nos pulmdes, nos musculos dos

intestinos, figado, no utero.

\ Presente nos rins, na lamina basal e na capsula do

cristalino, apresenta a funcéo de sustentacéo e filtrac&o.

\% Encontrado nos 0ssos, sangue, placenta, tenddes e
também na pele, presente em estruturas de grande

resisténcia as tensdes, como o colageno Tipo I.
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Vi

Presente no tecido conjuntivo, no sangue, ha
placenta, discos intervertebrais, na pele e também se

associa ao colageno Tipo .

VIl

Localizado na juncdo dermo-epitelial e nas células

corioaminioticas.

VIli

Presente em algumas células endoteliais.

Interage com o Tipo Il, é encontrado nas cartilagens,
na retina e na cérnea. Tem funcédo de manter as células

unidas conferindo resisténcia a pressao.

Encontrado nas cartilagens hipertroficas em

mineralizacao.

XI

Interage com os Tipos Il e XI. E encontrado nas

cartilagens e nos discos intervertebrais.

Xl

E encontrado em locais submetidos a altas tensées
como nos tenddes e nos ligamentos e interage com os Tipos

lelll.

Xl

Interage com os colagenos dos tiposlelll e é
encontrado abundantemente em interacdo com proteinas
associada a membrana celular e nas células endoteliais.

XV

Encontrado na pele e nos tenddes.

XV

Encontrado nas células do musculo liso e nas células

chamadas fibroblastos.

XVI

Encontrado nas invaginacdes da derme para

epiderme e nos fibroblastos.

XVII

Abundante na juncdo dermo-epidermal.

XVII

Encontrado facilmente em tecidos com alto indice de

vascularizacéo.

XIX

Encontrado apenas em células tumorais.

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2017).
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Segundo Frenzem e colaboradores, (2013) o coldgeno do tipo | é o mais
abundante constituindo cerca de 80% do colageno do organismo. E o tipo de colageno
mais desejado pelas industrias devido as suas propriedades fisico-quimicas e
mecanicas, tornando-se alvo para a producéo de biomateriais para uso na engenharia
de tecidos e de alimentos (OLIVEIRA et al. 2017a).

A capacidade de automontagem epropriedade intrinseca do colageno tipo lem
formar espontaneamente fibrilas in vitro, semelhantes as observadas em
experimentos in vivo, facilita a aplicacdo em diferentes setores da inddstria justificando
assim o alto interesse na sua comercializacdo (ZOU et al., 2016). No entanto séo
necessarias mais informa¢des na automontagem do colageno tipo | de diferentes
espécies para que se tenha maior proveito na sua utilizacdo para fins médicos e
cosmeéticos (NOITUP et al., 2006)

Segundo Torley e colaboradores, (2000)o colageno tipo | € uma macromolécula
de trés cadeias polipeptidicas duas a1 idénticas e uma a2 homodloga, mas
guimicamente distintas, formando uma estrutura central helicoidal e as extremidades
aminica e carboxilica em formato globular. O colageno tipo I, é constituido
aproximadamente por 1.014 residuos de amino&cidos na sua cadeia de polipeptidios
com sequéncia repetida de (Gly-X-Y)n, onde Gly corresponde ao aminoacido glicina
e quase sempre X e Y € representado pela prolina e hidroxiprolina ou hidroxilisina
respectivamente (PRESTES et al., 2013a).De acordo com Schrieber, (2007) e Goméz-
Guillén (2002) pode ocorrer aproximadamente 334 repeticbes desta sequéncia e a

estrutura primaria pode alcancar até 100 kDa.

Os outros aminoacidos que compdem a estrutura do colageno podem ser
formadosa partir da hidroxilagdo pds translacional de prolina e lisina pela prolil

hidroxilase e pela lisil hidroxilase, respectivamente (IANNOTTI et al,2014).

A glicina (Gly) garante as caracteristicas das sequéncias de colageno
permitindo assim o fechamento da estrutura de tripla hélice ja a prolina e hidroxiprolina
sao responsaveis pela estrutura secundaria do colageno e pela estabilidade da tripla
hélice (SANTOS., 2017). Esta sequéncia do colageno é extremamente importante pois
permite a obtencdo das fibrilas para iniciar o processo de formacao das fibras,
oferecendo integridade estrutural (PRESTE et al., 2012b).
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Figueiredo (2015), relata que existe uma repeticdo de glicina em cada trés
sequéncias de aminoacidos que tornam a distancia da cadeia a encurtada e o espago
minimizado para formar uma estrutura helicoidal mais estavel, uma vez que a glicina

apresenta menores grupos laterais.

3.2. Estrutura e fungdes do colageno

A estrutura do colageno apresenta aminoacidos com composic¢des variadas e
diferentes classificacbes (PRESTES et al., 2013c). De acordo com Deman (1999) o
coldgeno tem uma unidade basica chamada de tropocolageno que é formada por uma
molécula linear entrelacada em formato helicoidal com 180nm de comprimento, 1,4 a
1,5nm de largura e massa molar de 360 kDa, que sdo ancoradas umas nas outras por

ligagéo de hidrogénio.

Segundo Franzen e colaboradores (2013), existem ainda na estrutura do
colageno regides terminais amino e carboxi denominadas telopeptideos constituidas
de 9-26 aminoacidos nas extremidades da molécula que ndo formam a estrutura da
hélice, no entanto em nivel de observacao estrutural de escala amplificada pode-se
constatar a auto-organizacdo longitudinal e bilateral dentro das fibrilas com
periodicidade distinta no processo chamado de fibrilogénese.

As cadeias polipeptidicas do coldgeno séo organizadas de forma paralela a um
eixo, formando moléculas ainda maiores chamados de fibras de colageno, que
proporcionam resisténcia e elasticidade compacta diferente de algumas das proteinas

globulares, que entrelacam a sua estrutura (SILVA & PENNA., 2012a)

Ainda o colageno apresenta propriedades mecénicas singulares quimicamente
inertes, sendo que em virtude da grande concentracédo de aminoacidos hidrofébicos
as suas fibras sdo insolavel em agua proporcionando uma alta forca elasticas com

capacidade de hidratagcao, reabsorgéo e baixa antigenicidade (FRIESS.,1998).

Rustad (2003) relata que o colageno, em sua forma purificada, possui varias
aplicacbes na industria farmacéutica e de cosméticos. A qualidade e aplicacédo
especifica do colageno extraido, esta diretamente relacionada com suas propriedades

funcionais e pureza.

Existem varias alternativas para o uso do colageno, como, por exemplo, a

utilizacdo em industrias alimenticias para melhorando a estabilidade, elasticidade e
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consisténcia dos alimentos, também podem realizar processos de encapsulamento e
formagdo de pelicula comestivel auxiliando as industrias farmacéuticas de
embalagens e cosméticos (MONTEROet al., 2011).

3.3. Importancia Biolégica do Colageno

Estudos mostram que o colageno possui propriedades naturais que incluem
baixa resposta imunoldgica, baixa toxicidade, a habilidade de promover o crescimento
celular e a reconstrucdo in vitro da estrutura microfibrilar encontrada em tecidos
naturais (LEE et al.,2001a). Ainda, o coldgeno possui a capacidade de formar fibras
insollveis que estdo presentes durante o desenvolvimento embrionario no processo
inicial de diferenciacao dos tecidos (FRIESS., 1998a).

Na hidrdlise enzimatica do colageno e seus subprodutos se tem estudado a
capacidade de obter atividades bioativas, tais como, agentes antimicrobianos,
antioxidantes e anti-hipertensivos (MONTERO et al., 2011a).

Além disso o colageno é amplamente utilizado na industria de alimentos,
cosmeéticos e farmacos, devido as suas propriedades multifuncionais: habilidade de
formar géis estaveis e reversiveis (ALMEIDA et al., 2010; SILVA et al., 2011).

Contribuem ainda na consisténcia, estabilidade e a qualidade dos alimentos e
bebidas, aumentando o seu valor nutricional e monetario, como por exemplo a
producéo de peptideos bioativos de colageno de peixes para elaboracéo de bebidas
probiéticas (HASHIM et al., 2015).

A ingestdo de coldgeno pode evitar doencas cardiovasculares, melhorar a
firmeza da pele, proteger contra danos nas articulagdes, ajudar no tratamento contra

osteoporose, prevenir o envelhecimento e ser anti-hipertensivo (PORFIRIO., 2016).

7

Na obtencdo de proteinas de qualquer natureza é importante ressaltar as
diversas metodologias que garantem um padrédo de pureza das amostras, visto que é

fundamental a importancia de cada etapa da a qualidade do produto gerado.

3.4. Processos de Obtencédo do Colageno
O colageno pode ser obtido a partir de diversas espécies animais (bovinos,

suinos, peixes). No Brasil, a maior parte do colageno é proveniente dos subprodutos
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da industria de carne, devido a grande carga elevada de producédo brasileira de carne
para exportagédo proveniente dos rebanhos de gados (BASSO et al., 2013)

As propriedades fisico-quimicas do colageno séo fortemente influenciadas pelo
processo de agitacdo, extracdo e pela matéria-prima (OLIVEIRA et al.,, 2017b). A
agitacao é um processo que fornece movimentos ao liquido auxiliando na realizar de
processos quimicos e fisicos aplicados em diversas &reas da industria como
mineracao, alimentos, petréleo, produtos e farmacéuticos, tratamento de efluentes,
entre outras muitas aplicabilidades. Ainda para se ter um conhecimento sobre o
sistema de agitacao € necessario o entendimento dos diversos processos quimicos e

fisicos e suas aplicac6es conforme é mostrado na tabela 2 (JUNIOR et al., 2012).

Tabela 2-Processos de agitacdo mistura e disperséo

Aplicacéo Processamento Processamento
Fisico Quimico

Liquido-solido Suspenséo Dissolucao

Liquido-gas Dispersao Absorcao

Liquido imisciveis Emulséo Extracao

Liquido misciveis Mistura Reacéo

Movimentagdo de Bombeamento Transferéncia de
fluido calor

Fonte: Nagata, 1975

A mistura de liquidos misciveis € um dos processos mais utilizado pelas
indUstrias, pois pode promover uma mistura homogénea entre dois liquidos ou
desencadear reagfes quimicas entre dois materiais em estado liquido (JUNIOR et al.,
2012a). Nesse tipo de processo é fundamental a escolha de impelidoresdependendo
do tipo de reacdo podem ser classificados como naval, pa (reta ou inclinada) e turbina

figura 2.
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Figura 2-llustracédo dos impelidores tipo pa inclinada e turbina

Pa Inclinada | ! Turbina

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

O impelidor naval € mais adequado para fluidos pouco viscosos e hormalmente
sdo utilizados em processos de bombeamento, ja o tipo p& e turbina sdo aplicadas em
processos de misturas de liquidos viscoso e geram componentes de velocidades
radiais e tangenciais sendo utilizados em processos de suspensao de solidos e

transferéncia de massa respectivamente (JUNIOR et al., 2012b)

A agitacdo é fundamental no processo de obtencao do colageno auxiliando na
movimentacdo das particulas e na reacdo do processo, mais no entanto apenas a
agitacdo ndo faz a diferenca tem que ser criado condicBes de extracdo para tal,

controle de pH, velocidade de rotacéo, e temperatura.

Existem diferentes métodos de extracbes de coldgeno no entanto o mais
comum utiliza solucdes &acidas/alcalinas e Hidrélise enzimatica. Estes métodos
proporcionam a eliminacdo das ligacbes cruzadas das cadeias polipeptidicas,
aumentando a quantidade de colageno solluvel, vale salientar que se a hidrélise ou
extracao for muito vigorosa, o produto final pode ser uma proteina degradada, estando
mais proximo de uma gelatina do que das verdadeiras caracteristicas de um colageno
(OPCAOFENIX., 2012).

A extracao acida e alcalina (NaOH ) é mais ativa, pois requer melhor controle
de temperatura, devido ao uso de elevados temperaturas chegando 75°C, enquanto
a extracdo acida e enzimética requer reagentes quimicos como, acido acético,
pepsina e NaCl (HUANG et al., 2016). O pré-tratamento quimico faz a remocéo de
calcio, gordura e o maximo de impurezas sem que a proteina se desnature
(OLIVEIRA., 2011)
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Na extracdo do coldgeno pelo método alcalino, a matéria prima é submetida a
um pré- tratamento com pH bésico por varias semanas tendo uma transformacao lenta
da estrutura do colageno. No tratamento acido, a matéria-prima é imersa em solucéo
acida a temperatura controlada, ocorrendo a penetracdo da solucdo na matéria prima
promovendo uma expansdo de duas a trés vezes o seu volume inicial, dando o
processo de clivagem das ligacbes nao covalentes inter e intra moleculares
(FERREIRA., 2013). Ja na extracdo pelo método enzimatico tem-se a utilizacdo de
diferentes enzimas tal como a pepsina, tripsina e colagenase. A pepsina é a mais
utilizada na extracdo de colageno e pode atuar isolada apés uma extracao prévia do
coldgeno com acido acético ou em conjunto com a solucéo de acido acético, gerando

um colageno soluvel com pepsina PSC (SILVA., 2016).

A tabela 3 apresenta os métodos de extracao e o rendimento do colageno de
peixes superiores a 10%. Segundo Angele e colaboradores (2004) o rendimento &
influenciado de acordo com as variacdes das espécies e das suas diferentes ligacdes

cruzadas de fibrilas de colageno.

Tabela 3-Rendimento e método de extracéo de colageno (*ASC - Método Acido-Solivel e PSC - Método

Pepsina-Solavel) em diferentes espécies.

Espécies Tecido Método de Rendimento (%)
extracao*
Sebastes mentella Pele PSC 92,20
Hypophthalmichthys nobilis Bexiga PSC 59,00
Doryteuthis singhalensis Pele ASC 56,80
Rachycentron canadum Pele ASC 35,50
Ictalurus punctatus Pele PSC 28,80
Lates calcarifer Bexiga ASC 28,50
Ictalurus punctatus Pele ASC 25,90
Doryteuthis singhalensis Pele PSC 24,60
Oreochromis niloticus Pele PSC 21,80
Lates calcarifer Pele ASC 15,80
Rachycentron canadum Pele PSC 12,30
Thunnus albacares Bexiga PSC 12,10

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2017c.
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Existe uma necessidade urgente de fontes de coladgeno segura com auséncia
de transmissdo de patdégenos. A extracdo de colageno através de residuos de
pescado é mais segura em comparacao a extracao realizada a partir de residuos de
bovinos e suinos pois apresentam auséncia de transmissao de patdgenos, ndo ocorre
citotoxidade e apresenta abundéancia de matéria prima (pele, escamas, barbatanas,
bexiga natatoria, 0ssos, espinha e musculos (ZAHRANI., 2011).

3.5. Mercado de Pescados

A pesca é a atividade que se baseia na captura de recursos pesqueiros do
ambiente aquatico, onde a aquicultura € um cultivo, que é normalmente realizado em
um espaco controlado e climatizado para organismos aquaticos, como moluscos,
peixes, crustaceos, algas, répteis e qualquer espécie aquética que tenha um valor
econdmico e produtivo. A atividade produtiva da pesca se divide em: piscicultura
(criacdo de peixes); carcinicultura (criacdo de camardes); ranicultura (criagdo de ras);
malacocultura (criacdo de moluscos, ostras e mexilhdes); algacultura (cultivo de algas)
e outras espécies com menor apelo comercial, tais como a quelonicultura (criacao de
tartarugas) e a criacdo de jacarés (SCHULTER & FILHO., 2017).

Segundo o relatério da FAO (2018), a producdo mundial de pescado atingiu a
marca de 171 milhdes de toneladas, com 80,37 milhdes de toneladas provenientes da
aguicultura sendo carpa a espécie de peixe que lidera as trés primeiras posi¢cdes do
ranking, seguida pela tilapia do nilo que ocupa a quarta posicdo de espécie de peixe
mais cultivado, contribuindo com pouco mais de 4,5 milhdes de toneladas.

No Brasil, o consumo de pescado chega a 14,50 quilos por habitante/ano de
acordo com o levantamento em 2013, ultrapassando assim o consumo minimo 12
quilos por habitante/ano recomendado pela OMS (MPA., 2013). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o pescado € a proteina animal mais saudavel
e consumida do mundo, responsavel por 50% do que é consumido pela populacao

mundial.

O mercado brasileiro de pescado da Piscicultura teve um crescimento de 8%
em 2017, terminando o ano com a produgcdo de 691.700 toneladas de peixes

cultivados como ilustra na (figura 3).
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Figura 3-Producéo de pescado no brasil por regido em toneladas

M 164.500 t
M 122.000t
111.400 t =
» 115.300 t
178.500 t

TOTAL - 691.700 t

Fonte: Peixe BR.,2018

De acordo com a Associacdo Brasileira de Piscicultura (PEIXE BR), 2018 o
estado de Parana tem apresentado a maior producdo de pescado obtendo 112 mil
toneladas, equivalente a um aumento de 19,3% em relagédo a 2016, isto devido aos
investimentos feitos por cooperativas importantes, como Copacol e C.Vale. Em
segundo lugar esta Rondbénia com 77 mil toneladas e crescimento de apenas 2% em
terceira posi¢ao continua com Sao Paulo que atingiu a producao de 69.500 toneladas,
com um aumento de 6,3% sobre o ano anterior. A quarta posi¢éo no ranking nacional
permanece com Mato Grosso que cresceu 3,5% em 2017, atingindo 62.000 toneladas,
porém com potencial para grande desenvolvimento a médio prazo. Santa Catarina
manteve-se na 52 posi¢cdo, com producdo de 44.500 toneladas de peixes cultivados
em 2017.

O estado de Alagoas obteve uma producéo de 2540 toneladas de tilapia, 897
toneladas de espécies nativos e 63 de outras espécies correspondendo no total de
3500 toneladas de pescado em 2017(PEIXE BR., 2018).

Segundo a FAO, (2011) a aquicultura sera o setor produtor de alimentos que
mais crescerd no mundo, pelo fato das atividades produtivas serem praticadas em
varios paises, e terem um importante papel na renda de muitas familias e
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apresentarem teor e qualidade de proteinas animal, com relevancia na seguranca
alimentar (FAO., 2011a).

O Brasil dispbe de grande potencial para o crescimento no mercado pesqueiro,
tanto por meio das atividades da pesca como também da aquicultura, gerando novos
negocios, empregabilidade e melhoria na renda (MONTE., 2016). Segundo a Embrapa
2017) a aquicultura brasileira comercial é diversificada, porém o maior volume de

cultivo € comercializacdo com um pequeno numero de espécies(tabela 4).

Tabela 4-As espécies mais comuns produzidas no brasil, por regido

Regido Norte Tambaqui, Pirarucu e Pirapitinga

Regido Nordeste Tilapia e Camar&do marinho

Regido Centro-Oeste Tambaqui, Pacu e Pintado

Regido Sudeste Tilapia, Pacu e Pintado

Regido Sul Carpa, Tilapia, Jundia, Ostra e
Mexilhdo

Fonte: EMBRAPA,2017.

Segundo levantamento inédito da Associac¢éo Brasileira da Piscicultura (PEIXE
BR) (2018) a tilapia representa 51,7% da Piscicultura nacional, com 357.639 toneladas
em 2017, na segunda posicao se a categoria de peixes nativos liderado pelo Tambaqui
com 302.235 toneladas que representam 43,7% producéo brasileira.

3.6. Espécies de Tilapia

A espécies de tilapias variam em trés géneros Tilapia, Sarotherodon e
Oreochromis, sendo o Uultimo mais conhecido e mais cultivado. No género
Oreochromis se destaca quatro tipos de tilapia diferentes: Tilapia Nil6tica ou do Nilo
(Oreochromis niloticus), Tilapia de Mogcambique (Oreochromis mossambicus), Tilapia
Azul ou Tilapia Aurea (Oreochromis aureus) e a Tilapia de Zanzibar (Oreochromis
urolepishornorum) (OLIVEIRA., 2007a)
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A figura 4 representa a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) que é a espécie
mais cultivada e comercializada no Brasil, apresentando inimeras vantagens para seu
cultivo em cativeiro, como grande capacidade de adequar-se a diversos sistemas de
producao, rapido crescimento de 4 a 7 messe, dependendo da temperatura, apresenta
facilidade na reproducdo e carne de excelente qualidade, para o consumo.
(FITZSIMMONS., 2000).

Figura 4-llustragdo da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Fonte: FITZSIMMONS., 2000.

De acordo com Barroso e colaboradores (2015) durante as décadas de 40 e 50
houve uma distribuicdo mundial significativa da tilapia com o intuito de promover o
cultivo de subsisténcia em paises subdesenvolvidos. O peixe foi escolhido devido a
adaptabilidade e a alimentacgéao rustica. A histéria da distribuicdo da tilapia no Brasil,
segundo os autores, inclui a introducdo da Tilapia Rendaliii, importada do Congo
Belga, atual Republica Democratica do Congo, na década de 50 para o povoamento
dos reservatorios hidrelétricos da Light Sdo Paulo. A partir de entdo, outras espécies
de origem africana foram trazidas com o objetivo de repovoar, incluindo as espécies
Oreochromis Angolensis, Oreochromis Aureus e Oreochromis Urolepus Hornorum,

beneficiando a pesca artesanal com nivel de seguranca alimentar

Logo apGs esse periodo, o Departamento Nacional de Obras Contra a Seca
(DNOCS) em 1971 implementou a espécie Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) nos
reservatorios publicos da Regido Nordeste, tornando-se com o passar dos anos a
espécie de peixe mais popular da regido. A Tilapia do Nilo, apresenta habito alimentar
fitoplanctéfago, mas também se adapta muito bem a rac¢des sintéticas e artesanais

gue tem como base os subprodutos da agropecuaria (OLIVEIRA., 2007b).
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A criacdo de tilapia é caracterizada pela facilidade na manutencéo da qualidade
da agua no criadouro, desfrutando de um ambiente com condi¢éo climética favoravel.
A tilapia é a espécie de peixe que mais apresenta adaptabilidade quando criada em
cativeiro devido a sua alta capacidade de resistir a patdégenos, proporcionando
tolerancia a variados cultivos em ambientes hostis e estressantes, tornando-se a
espécie preferida na piscicultura brasileira, obtendo uma participagdo de 38% na

producao total de peixes oriundos desse processo. (JUNIOR., 2008).

Os maiores produtores de tildpia sdo os paises emergentes, que sdo paises
subdesenvolvidos em situacédo de crescimento, justificando a afirmacéo de Barroso e
colaboradores, (2015a) quando afirmaram que durante décadas a cultura do peixe foi
incentivada em paises sob situacdo socioeconémica inferior. A figura 5 representa os
paises emergentes considerados grandes produtores de peixes primeiro € a
China,depois Brasil, Indonésia, Costa Rica, Filipinas, Tailandia, Equador e Honduras
(YUE et al.,2016)

Figura 5-Paises emergentes na producao da tilapia
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Fonte: Elaborado pelo autor., 2018

Desde 2004, que a producao nacional aquicola principalmente da tilapia esta
apresentando crescimento anual de 14,2%, destacando-se como uma atividade que
procede na cadeia produtiva de alimentos (SCHULTER & FILHO, 2017a). Apesar do
alto sucesso na cadeia produtiva o processo de filetagem da tilapia do nilo e gera alta
carga de residuo organico desperdicado sem qualquer tipo de tratamento (ALVES,
2016a).
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3.7. Residuos Pesqueiros

Em paralelo ao aumento do consumo de pescado se tem uma variedade de
residuos sélidos gerados pela industria de processamento de filé, tais como cabeca,
cauda, escamas, barbatanas, bexiga natatoria, cartilagens, visceras e pele,
representando mais de 50% do peso do animal e se tornando um prejuizo econémico

e ambiental quando descartado inadequadamente (OLIVEIRA., 2012).

O termo residuo refere-se as sobras e aos subprodutos do processamento dos
alimentos que sdo de valor relativamente baixo. Nao hd uma definicdo para os
constituintes dos subprodutos da industria pesqueira, usualmente, fala-se em
visceras, cabeca, aparas, 0ssos e pele. Deve-se observar que 0s subprodutos
pesqueiros possuem valiosas proteinas e fragdes lipidicas, bem como vitaminas e sais
minerais (RUSTAD, 2003a).

Nas industrias de pescado, o filé de tilapia é o item de maior valor econémico,
e o0 rendimento varia de acordo com o tamanho dos peixes e com o dominio
tecnolégico de quem processa. Assim o rendimento pode atingir entre 30 e 40% do
peso do animal sendo o restante considerado residuos e sem valor comercial
(FELTES et al, 2010). Desta forma, os residuos da industrializacdo da tilapia, que
representam 60 a 70% da matéria prima que € atualmente subutilizado ou descartado
(MARTONE, 2005).

A cadeia produtiva da piscicultura gera diversos residuos organicos com
guantidades e tipo variados dependendo exclusivamente do tipo de processo de
industrializacédo, seja no peixe inteiro ou apenas na producao de filé. A utilizacédo
destes residuos é altamente recomendavel do ponto de vista ambiental devido a alta
carga de material organica que pode ser depositado no meio ambiente, evitando assim

a geracéao de problemas para o ecossistema. (MOLINARI, 2014).

Um dos maiores impactos provocados por esses residuos sélidos organicos
vem do fato desse material entrar em processos de fermentac&o, no qual gera acidos
organicos como o chorume que é um liquido de elevada demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), além disso esse residuo podem realizar a proliferacdo de vetores e
do mau cheiro (DECKER, et al, 2016).
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Nunes e colaboradores (2013) relata que a grande quantidade de residuos
organicos, produzidos nas diversas etapas da cadeia produtiva da pesca, é constituida
de matéria-prima de alta qualidade, que poderiam ser utilizada para producédo de
diversos subprodutos, tais como o curtimento da pele, producdo de racdes

proteinadas e de alguns 0leos.

De acordo com Rustad (2003b) o aproveitamento de subprodutos ndo é
novidades. H& anos paises do Norte da Europa fazem uso dos varios subprodutos
para varios propésitos, dentre eles, a confeccdo de roupas, sapatos e bolsas, entre
outros materiais. Assim a continua pesquisa e o0 desenvolvimento de novas

tecnologias para utilizacdo desses subprodutos sdo necessarios (ALFARO, 2008).

As visceras, escamas e 0 esqueleto, por exemplo, sdo matérias-primas para
fabricacdo das farinhas, silagens e 6leos de peixe, comumente empregados na
alimentacdo animal. A carcaca contendo carne residual da filetagem, por sua vez, é
submetida a processos para obtencdo da polpa de peixe, principal ingrediente na
fabricacdo de empanados e embutidos, muito apreciados na alimentacdo humana e
com excelente valor agregado. A elaboracao de couro, a partir das peles residuais do
filetamento de pescados, representa hoje uma fonte alternativa de renda que pode
servir de matéria-prima para a fabricacdo de carteiras, bolsas, confec¢bes de

vestuarios, entre outros artefatos (SOUZA, et al, 2003).

Assim alternativas para aproveitar rejeitos de pescados tem sido estudado com
o intuito de produzir hidrolisados proteicos a partir da extracao de colageno e gelatina,
devido a tendéncia de utilizacdo destas proteinas na substituicdo aos agentes
sintéticos nos mais diversos processos industriais, permitindo maior valorizacdo dos
subprodutos aumentando o faturamento destes e contribuindo para uma producéo
mais limpa e sustentavel (BUENO et al,2011; PRESTES et al, 2013d).

Segundo Arruda (2004), a necessidade de montar um sistema de
aproveitamento dos residuos de alimentos industrializados é de extrema importancia
econbmica, ndo somente ambiental mais também para o desenvolvimento de novos

produtos que utilizem residuos liquidos e sélidos no preparo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Local do Experimento

Os experimentos foram efetuados nos seguintes laboratérios: Centro de
Prospeccdo e Pesquisas Tecnologicas CENPROPET vinculado ao Centro de
Tecnologia - CTEC, Laboratério de Tecnologia em Bebidas e Alimentos (LTBA) e
Laboratorio de Metabolismo e Protedmica (LAMP) da Universidade Federal de
Alagoas — UFAL.

4.2. Os Residuos da Tilapia e Pré-Tratamento.

A pele da Tilapia do Nilo é constituida principalmente por duas camadas
teciduais, a primeira a epiderme onde localiza as células epiteliais pavimentosas,
dispostas em camadas que contém células produtoras de muco e de pigmentos e a
segunda derme sendo formada por uma espessa camada de tecido conjuntivo fibroso
denso com fibras de colageno elasticas e vasos sanguineos (SOUZA & SANTOS,,
1997).

Segundo Figueiredo (2015a) a composicdo centesimal da pele de tilapiaé70,51
% de Umidade, 9,31% Lipidios, 26,30% de Proteinas e 0,44% Cinzas, Autores como
Franco e colaboradores (2013) obtiveram valores de umidade 67,14%, lipidios1,96%,
proteinas de 29,08% e Cinzas 1,82%.

Figura 6-Descarne e lavagem da pele

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

A pele de tilapia, empregada neste estudo foi obtida no mercado da producéo
de Alagoas e toda a massa de pele estudada passou por um processo de descarne e



circulos de lavagem em &gua corrente, em seguida, foram conservados em geladeira

até o inicio do tratamento como representado na figura 6.

4.3. Processos de Extracado e Purificacdo do Colageno
4.3.1. Processo de agitacdo e mistura

No processo de extracdo do colageno hidrolisado foi utilizado um sistema
de agitacéo levando em conta dois parametros, o tipo de impelidor e a velocidade de
rotacdo a qual a reacao foi submetida para promover a mistura e hidrolise tabela 5 no

tempo de 2h.

Tabela 5-Representacéo dos Pardmetros a serem analisados

__________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Parametros do processo

Tipo de Impelidor _ P4 inclinada

Velocidade de Rotacao 200rpm 400rpm

Fonte: Dados do autor, 2019

4.3.2. Extracdo do colageno pelo método de acido

A metodologia de extracdo do colageno teve como base o trabalho realizado
por Montero e Gdémez-Guillén (2000), sendo aplicado algumas alteracdes no
processo. Na extracao foram utilizadas cem (100) g de pele de peixe, que foram entao
tratadas com trés solucdes diferentes ja pré-definidas que foram uma solucédo de
(NaCl) 0,8 mol L para remocédo do excesso de agua na pele, e algumas proteinas
superficiais, uma solucdo de (NaOH) 0,1 mol L para remocéao parcial da gordura na
pele e demais impurezas, a fim de cada processo de lavagem a mostra foi lavada
com &gua destilada e acetato de sédio sobe agitagéo lenta para precipitacdo de outras
proteinas ndo colagenosas. Para retirada de gorduras totais o extrato foi submetido a

uma solucgéo de alcool etilico 10% por um tempo de 12h a 4°C temperatura.

Para obtencdo do hidrolisado a amostra foi processada em um reator em
batelada encamisado com fluxo refrigerante de mistura utilizando dois tipos de
impelidores (Turbina e P4) e uma solucdo de acido Acético (HAc) 0,3 mol Lt iniciando
o processo de desacoplamento ou quebra da cadeia tecidual a qual é composta
também por colageno e o inicio da hidrdlise.
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Figura 7-Fluxograma do processo de extracao, purificacéo do colageno
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Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

4.3.3. Purificacéo precipitacéo e dialise do extrato proteico

De acordo com Zeugolis e Raghunath (2011) a purificacdo do colageno pode
ser realizada através de precipitacdo salina, dialise ou métodos cromatogréaficos. A
purificacéo foi realizada a partir do método de Seifter e Gallop (1963) com algumas
modificacdes.Para as etapas de purificacdo, foi dado prioridade a processos mais
simplificados com o propdsito de diminuir os custos na obtencdo desse produto.
Primeiramente foi realizado circulos de lavagem com acetato de sédio 0,5 mol L em
cada processo de extragdo. O conteudo proteico hidrolisado foi filtrado a vacuo
utilizando funil de Blnchner e a massa do filtrado foi precipitada com solucdo de
acetato de sédio 0,5 mol L e centrifugada a 10000 rpm durante 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado contendo outras proteinas ndo colagenosas e a massa

na centrifuga foi ressuspendida no tampé&o da hidrolise (HAC).

4.3.4. Precipitacdo com sulfato de aménio
A precipitacé@o salina de proteina foi realizada utilizando o método de Green e

Hughes (1955). Da amostra foi coletado 5ml para o processo de precipitado com
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sulfato de aménio. Cada etapa da precipitacdo é composta pelo calculo da quantidade
de sal a pesar. Diferentes volumes de extratos pedem quantidades proporcionais que

respeitam as seguintes propor¢oes tabela 6:

Tabela 6- Fracionamento salino

Faixa de saturacao Massa de sulfato de
amonio
0-20% 106
20-40% 113
40-60% 120
60-80% 129

Fonte: Green e Hughes., 1955.

Baseado nessas proporcdes da tabela 6, através de uma regra de trés simples,
se obtém a quantidade de sal a ser pesada e apds a pesagem, o extrato serd colocado
em gelo sob agitacdo continua onde o sal pesado para aquela fracdo sera adicionado
aos poucos até que seja totalmente solubilizado. Ao final da adicdo de sal, o extrato
permanece em geladeira por um periodo de 1h e centrifugado, logo apés a
centrifugacéo o precipitado € suspenso em tampao e o sobrenadante é retirado para

seguir para a proxima faixa de saturacéo, repetindo o procedimento.

4.3.5. Dialise

O processo de dialise € simples porém um pouco demorado, podendo levar
varias horas até se atingir o nivel de purificacdo desejado (Baker, 2004). O processo
de dialise teve inicio ap0s o processo da precipitacdo e as por¢cdes de proteinas
precipitadas foram inseridas em uma membrana de didlise e vedadas as
extremidades. A membrana entdo contendo a amostra foi imersa em um béquer de
1000 mL com &gua destilada, sob agitacdo magnética por um periodo de 24h para

melhor retirada de sal e acido acético.

4.4. Avalicdo da Pureza da Proteina
4.4.1. Eletroforeses em gel de poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sdédio
(SDS-PAGE)
Para avaliagcdo do grau de pureza da solucdo proteica obtida, foi realizado
experimento de eletroforese empregando SDS-PAGE de acordo com Champasri;
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Champasri; Woranam, (2015) com algumas modifica¢des, utilizando o gel separador
na concentracdo de 12% (Tabela 7). 15 pL das amostras de proteinas foram
misturadas com 5 pL do tamp&o de amostra contendo Tris HCIl pH 6.8 a 62.5 M, SDS
2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,001% e aquecidas por
5 minutos antes de serem levadas ao gel. A eletroforese foi realizada com tampao de
corrida (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%) a 120 V até o final do gel separador.
Em seguida, o gel foi mergulhado na solu¢cdo corante contendo 0,15% Azul de
Coomassie Brilhante R-250 em 50% de etanol e 10% de acido acético (p/v) overnight.
No dia seguinte, o gel foi descorado com solugéo descorante contendo 10% de &cido
acético e 50% de metanol (v/v), e a proteina foi identificada neste experimento.

Tabela 7-Composicéo do gel de resolucdo 12%

Solugcdes do Gel Gelde12% (q.s.p) Solucdes do Gel

Inferior Superior
Bis-Acrilamida 2.000 pL Bis-Acrilamida 800 ul
30% 30%
Tris-HCI 2M, pH 937.5 pL Tris-HCI 0.5 M, pH 1000 pl
8.8 6.8
SDS 1% 500 pL SDS 1% 400 pl
Persulfato de 250 pL Persulfato de 200 ul
Amaonia Amonia
TEMED 1% 250 pL TEMED 1% 200 ul
Agua deionizada 1062,5 pL Agua deionizada 1.400 pl
Total 5mL Total 4 mL

Fonte: SILVA et al., 2015
4.5. Quantificacdo de Proteina-Método de Bradford

A quantificagdo de proteina foi determinada segundo método de Bradford
(1976). No preparo do reagente, dissolveu-se 102,4 mg de Coomassie Brilliant Blue
G-250 em 50 mL de etanol 95%, a solucao foi agitada durante 60 minutos, seguido de
adicéo de 100 mL de acido fosforico 85%. A solugéo obtida foi completada para 1 L
com agua deionizada e manteve-se sob agitacdo durante 10 minutos. Apos duas
filtragcbes em papel de filtro, o reagente de Bradford foi armazenado e protegido da
luz. A Figura (8) representa a construcdo da curva de calibracdo de proteinas

construida empregando-se albumina de soro bovino (1mg/mL) como padréo na faixa
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de concentracéo de 0,02g/L a 0,12g/L. Adicionou-se 2500 uL de reagente de Bradford
em cubeta de 3 mL, seguido de 100 pL de solugdo padrao de albumina, incubando
por 5 minutos. A leitura de absorbancia a 595 nm foi determinada em

espectrofotdmetro, utilizando 100 pL de agua em lugar de solucdo padrdo para
referéncia.

Figura 8-Curva padrao de reagente de bradford

0,12

0,1

y=0,371x - 0,0137

2 _
0,08 R*=0,9849

0,06

0,04

concentracdo(g/l)

0,02

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Absorbancia

Y = (0,371 * X) — 0,0137 (1)

Y=Absorbancia; X= Quantidade de proteina

4.6. Avaliagdes do Rendimento
O célculo do rendimento das extracdes foi realizado a partir da relagéo entre a

massa do coldgeno seco e a massa da matéria-prima imida de acordo com a Equacao
2:
Massa do colageno

Rendi to(%) = %X 100 Eq. (2
endimento(%) Massa da materia prima a-(2)

4.7. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia é um método analitico que estuda a interacdo de radiacdes
eletromagnéticas com moléculas ou particulas. Os atomos que formam as moléculas
possuem frequéncias especificas e vibragcao, que variam de acordo com a estrutura e

composicdo da amostra que para apresentar tal frequéncia na espectroscopia no
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7

infravermelho, € necessariamente a apresentacdo de um momento dipolar que a

molécula sofra uma variagdo durante a vibracdo (CHIA, 1984; LEITE, 2008).

As andlises serdo conduzidas utilizando espectrometro (Perkin Elmer modelo
Spectrum 400 Series) e o software Spectrum Search Plus for Spectrum V6. Esta
técnica baseia-se na incidéncia de um laser infravermelho sobre a amostra. Desse
modo, as ligacbes formadas pelos elementos quimicos que compdem a amostra
vibram e rotacionam em diferentes comprimentos de onda, de modo que permite
medir o comprimento de ondas geradas. Diferentes comprimentos de onda indicam
diferentes agrupamentos quimicos, visto que estes apresentam frequéncias
especificas de vibracdo, dessa forma, quantifica-se uma propriedade fisica de

absorcao ou de transmissao.
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5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1. Pré-teste do Acido Acético (HAc)

Foi realizado uma analise quantitativa previa em relacdo a concentracdo de
HAc em funcdo da quandtidade de proteina bruta obtida sem agitacdo. Na analise foi
utilizada a concentragdo de 0,3 M num periodo de 3h com coletas a cada 30 minutos,
sendo feitas em duplicata. A utilizacdo do acido acético na extracdo do colageno se
deve ao fato de ser um acido organico, que segundo Alexandre e colaboradores
(2017) o colageno apresenta alta solubilidade e custo relativamente baixo podendo

ser pouco poluente.

A tabela (8) demonstra os valores encontrados na quantificacdo de proteina na
concentracédo de HAc a 0,3 M sem agitagao, tendo a maior quantidade de extrato de

colageno em torno de 18,77% num tempo de 3h.

Tabela 8-Tabela de HAc em funcdo da quantidade de proteinas

Tempo Absorbancia Quantidade de Rendimento em (%)
(min) proteina (g/L)
Amostral Amostra2 Amostral Amostra2 Amostral Amostra 2

30 0,096 0,074 12,97 9,87 12,97 9,87

60 0,103 0,102 13,90 13,78 13,90 13,78

90 0,097 0,104 13,10 14,05 13,10 14,05

120 0,111 0,094 15,13 12,70 15,21 12,70

150 0,102 0,113 13,78 15,26 13,75 15,26

180 0,109 0,139 14,72 18,77 14,17 18,77

Fonte: De propia autoria., 201

. Alguns trabalhos realizados por Wang (2008) demonstram a importancia do
acido acético no rendimento do colageno quando aplicado para o processo de
extracdo onde obteve 19,7 % de rendimento. Ja Sujithra e colaboradores obtiveram
valores um pouco maior em torno de 22% na extracdo de colageno utilizando a
espécie de peixe Oreochromis niloticus. Souza (2004), relata na sua pesquisa que a
concentracéo de proteina de colageno na tilapia-do-nilo € de 27,4%, estando préximo

dos valores obtidos nesse experimento.
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Na tentativa de atingir valores superiores aos ja descritos, uma abordagem foi
a insercédo do uso de impelidores, bem como, avaliacdo da velocidade de rotacao,

acoplado a um reator de batelada encamisado com fluxo refrigerante.

5.2. Processo de Agitacao

Entre as técnicas convencionais de rompimento celular, destaca-se a agitacao
mecanica. Neste trabalho foi proposto a agitacdo mecéanica utilizando dois tipos
diferentes de impelidores, o tipo turbina e pa inclinada com variagdo da velocidade de
rotacao entre (200-400 rpm) levando em conta o pH da solucédo e a quantidade de

proteina gerado no processo como marcadores do rendimento.

Os graficos (A e B) da figura (9)representam a reacédo da hidrolise em funcao
da implementacdo do processo com os impelidores tipo turbina e péa inclinada na
velocidade de rotacdo de 200 rpm demostrando eficiéncia no processo de extragao
do colageno levando em conta o fator da estabilidade do pH na solu¢do da mistura.

Figura 9-Representacéo gréfica dos impelidores tipo turbina(A) e pa inclinada (B) em relacéo ao pH da
reacao
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Elaborado pelo autor., 2019

O pH da reacéo usando o impelidor turbina teve um crescimento rapido nos
primeiros 15 min atingindo o valor maximo de 3,05, ja apresentando caracteristica de
homogenizacédo. Apos esse periodo a reacdo se manteve com pequenas variagoes
de pH (0,03) a cada 15 minutos.



No tempo de 75 minutos foi observado diminuicdo no valor de pH e pequenas
oscilac¢des, indicando assim o final da hidrolise. Foi observado comportamento similar
no impelidor pa implinado diferenciando apenas no valor maximo atingido pelo pH
3,25.

De acordo com o estudo de Harnedy e Fitzgerald (2013), ao avaliarem o tempo
de agitacéo entre 30 a 180 min para extragcdo de proteinas identificaram que apos 60
min de agitacdo o percentual de extracao se tornava constante, sugerindo este tempo
como o melhor para extracdo, o mesmo foi constatado no experimento realizado neste
processo de extracdo. Esse final da hidrolise pode ser comprovado através da tabela
(9) desmostrando a descida no valor da absorbancia, que interfere diretamente no

rendimento da concentragcdo de proteina em solucéo.

Tabela 9-Representacado de valores de pH em fungéo da Absorbéancia da proteina

Tempo (min) pH Absorbéancia
Turbina F Turbina P&
15 3,05 3,25 0,300 0,239
30 2,98 3,25 0,337 0,330
45 2,98 3,25 0,365 0,376
60 2,98 3,25 0,453 0,432
75 3,01 3,27 0,499 0,422
90 3,01 3,25 0,433 0,423
105 2,97 3,27 0,386 0,407
120 3,00 3,27 0,381 0,394

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

Mohamad e colaboradores (2013), relatam que a relacdo entre proteina e
velocidade de agitacdo € proporcional até que o rendimento Otimo seja obtido,
Alcancaando esse parametro a velocidade da agitacdo se torna desvantajosopois
permite a diminuicdo no rendimento da proteina devido ao alcance de velocidade
extremas de agitacdo ereducdo no numero de colisbes de soluto-solvente. Durante o
processo de agitacdo, o comportamento do impeledor tipo pa em relagédo ao pH foi
mas uniforme como demonstra o grafico (9) porém a concentracdo de proteina foi

maior no impelidor tipo turbina.
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Foram analisados a 400rpm os impelidores tipo pa e turbina tendo mostrado
maior rendimento nesta rotacaoe reforcando a concordancia com o que foi relatado
por Mohamad e colaboradores, (2013a) sobre a proporcionalidade quando se
aumenta a velocidade aumenta também o rendimento. Os gréaficos (C e D) a 400 rpm
apresentaram o mesmo comportamento do que em rotacdo a 200 rpm em relagdo ao
pH. No entanto o rendimento na rotacéo de 400 rpm foi maior que a 200 rpm utilizando
o impelidor tipo turbina.

Figura 10-Representagdo grafica dos impelidores tipo turbina (D) e pa inclinada (C) em rela¢éo ao pH
da reacgéo
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Fonte:Elaborado pelo autor., 2019

O estudo mostrou-se importante para determinar uma velocidade de agitacao
adequada fornecendo um ambiente de extragc&o propicio para autonomizar 0 processo
de extracéo e melhorar o rendimento do colageno hidrolisado extraido.De acordo com
Wang e colaboradores (2013) a eficiéncia da extragdo pode ser aumentado quando
combinados a diferentes técnicas de rompimento celular, exemplo técnicas de

ultrassom.

5.3. Rendimento do processo

Neste trabalho a extracdo do colageno a partir da pele de tilapia se mostrou
positivo, retificando assim que € possivel a extracdo de colageno a partir da pele de
peixes de forma simples e menos despendioso, utilizando método Acido-Base assim
concordando com o trabalho realizado por Montero e Gomez-Guillén (2000a), em que

ele obteve a extracdo desta mesma proteina utilizando metodo simples de extracao
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tal como banhos em reagentes flitracbes e precipitagdo.Com a aplicacdo dos
impelidores e rotacdo, detectou-se um ponto 6timo de producdo de proteina seguido

de diminuicdo com o aumento das velocidades de agitacéo.

Os melhores rendimentos da extracdo do colageno hidrolisado sobe agitacao
foi a 400rpm com o tipo turbina 71,06% e tipo pa inclinada 63,24%, de acordo com a
tabela (10). A agitacdo se mostrou um fator fundamental no rendimento do coldgeno
proporcionando uma melhor mistura e aceleracao da reacao de hidrélise.

Tabela 10- Rendimento de acordo com a rotacdo e impelidores

Tipo de impelidor Velocidade de Rendimento de
Rotacao (rpm) Extracao (%)
Turbina 200 67,29
Turbina 400 71,06
P& Inclinada 200 58,18
P& Inclinada 400 63,24

Fonte:Elaborado pelo autor.,2019

O rendimento do colageno da pele de peixe mostrou eficiente estando de
acordo com o rendimento obtido por Moula Ali e colaboradores (2018) de 81.53% em
espécie Probarbus Jullieni utilizando o ultrassom no processo. No entanto comparado
com o rendimento obtido por Oliveira e colaboradores (2017d) na tabela 10 para
espécie de tilapia Oreochromis niloticus o rendimento do experimento se mostrou bem
superior aos 21,80%, outros autores como Alexandre e colaboradores (2017a)

obtiveram 36% em seus estudos.

5.4. Purezado colageno

A pureza do colageno foi determinada apartir da eletroforese SDS que permite
a separacao das moléculas baseada em seu tamanho (massa molecular aproximada
de uma cadeia polipeptidica) e mobilidade eletroforética (cargaelétrica) (ALBERTS et
al., 2004)

De acordo com Caputo (2012) o colageno padrdo mostra bandas extras em
tamanho molecular superior, com dimeros de 200 kDa, e trimeros (tropocolageno) de

300 kDa, o que indicou a presenca de ligacdes cruzadas residuais entre as hélices.
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Na figura (11) se tem um gel sds-page da proteina bruta do colageno hidrolisado
sem uma purificagdo na segunda banda e um purificacdo parcial na duas laterais. O
gel revelou a presenca de varias bandas de proteinasjuntamente com as bandas

respectivas do colageno tipo | confirmando a presenca da proteina na pele de peixe.

Figura 11-Electroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 12% de colageno hidrolisado bruto da pele
de tilapia (Oreochromisniloticus).

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

Apoés a observagdo no gel foi realizado um purificagdo na proteina e uma
segunda corrida contendo o marcador molecular (padrao de alta MM) e o colageno
comercial hidrolisado. O segundo gel de acordo com a figura (12) revelou as bandas
de colageno do tipo 1 onde foi possivel estimar a massa molecular (MM) e a

composicdo das subunidades da amostra.
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Figura 12-Leitura no gel das amostras de Colageno hidrolisado (rotoevaporado) (1); Comercial (2);
Colageno hidrolisado Acida (3)

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

Tabela 11- Representacao das bantas e peso molecular de proteina do colageno

Colageno Hidrolisado Representacdo de Bandas Peso molecular (kDa)

Gama (y) 225

1-Hidrolisado Beta (B) 151
Acida*(Rotoevaporado) Alfa (o1, a2) 796 73

Gama (y) 225

2-Hidrolisado Comercial Beta (B) 151

Gama (y) 225

Beta (B) 151

3- Hidrolisado Acida

Alfa (a1, a2) 49 e 55

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019

Segundo os Laboratorios Advanced Biomatrix (2018) a regido alfa consiste de
duas cadeias a1 e uma cadeia a2 que sao distintas nesta regido, que apresenta

moleculas hidrolizadas e alguns outras proteinas, e as duas cadeias a1 sao
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sobrepostas e produzem uma banda mais intensa em comparagdo com a cadeia aZ2.
A regido B (beta) € composta por duas bandas superiorr e inferior que possuem uma
cadeia a1 e uma cadeia a1 combinada com outra cadeia a2, respectivamente,
apresentam as trés cadeias que formam a tripla hélice. A regido gama consiste em
duas cadeias a1 combinadas com uma cadeia a2, que representam as moléculas de
alto peso molecular. As cadeias nas regibes gama e beta sao reticuladas

covalentemente a uma cadeia adjacente.

Todos os hidrolisados, com excecado do coldgeno comercial apresentaram
bandas intensas a1, a2, B e y. O colageno hidrolisado Acida apresentou duas bandas
alfa (a1 e a2) de peso molecular 49 kDa e 55 kDa, uma cadeia beta (B) com peso de
151 kDa que é que caracteriza pela presenca das 3 cadeias que formam a tripla hélice,
justificando a forma carregada no gel e uma cadeia alfa (y) de 225 kDa caracterizados
com presenca de moléculas de elevada massa molar (> 180 kDa) (ZHANG et al.,
2009). O colageno que foi rotoevaporado para retirada do excesso de acido
apresentou bandas de alfa (a1 e a2) de 73kDa e 77kDa respetivamente, j& o0 comercial

apenas apresentou cadeia 3 e y menos carregados.

Foi observado grande quantidade de cadeias 3 nas colunas 1 e 3. De acordo
com (CARVALHO et al., 2018), isso pode significar que o colageno obtido era rico em

interacdes inter e intramoleculares.

A presenca de uma banda de menor massa na molecular no gel da coluna 3
nao identificado, € explicado segundo TOSH (2003) como sendo uma banda de menor
intensidade que provavelmente foi formado por ligac6es covalentes entre os dimeros
de colageno. Caputo (2012a) relata que essas pequenas massas moleculares podem
apresentar certas funcionalidades, como atividade antioxidante, quelante, mineral e

inibitéria da enzima conversora da angiotensina | (ECA).

As subunidades a1 e B sao os principais componentes do colageno, e a cadeia
y mostrou-se bem intenso nas colunasl e 3. A cadeia a1 apresenta maior massa
molecular em relagéo a cadeia de a2 tendo um comportamento um pouco mais intenso
no gel. De acordo com Kittiphattanabawon e colaboradores (2010) a intensidade de
a1l em relagéo a a2 é um indicio da presenc¢a do colageno do tipo I. Matmaroh et al.
(2011) relataram que o colageno tipo | contém 2 subunidades idénticas de a1 e uma
de a2.
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Os resultados encontrados estdo em conformidade com os trabalhos descrito
por Bova (2016), Caputo (2012c) no que se refere a presencas de bandas de coladgeno
no gel. No entanto os pesos moleculares sdo um pouco diferentes da literatura, isso
pode ser justificado pelo fato da existéncia de variados processos de extracdo e a
forma como é tratado o material bem como o tipo de marcador que é empregado nas

leituras em géis.

5.5. Espectroscopia de absor¢éo naregido do infravermelho(FTIR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho esta sendo cada vez mais
solicitada, devido a obtencao de medidas rapidas, utilizando pequenas propor¢des da
amostra, ndo exigindo um preparo prévio, apresentando uma leitura sem geracéo de
residuos e poluentes, com alta deteccdo de diferentes parametros simultanea
(FERNANDES, 2015).

Foi realizado a andlise por FTIR a fim de caracterizar a estrutura dos principais
grupos funcionais presentes no colageno hidrolisado. Apenas as bandas mais
relevantes para o processo de caracterizacdo do colageno foram analisadas (Tabela

13). Na Figura (13) representa o espectro obtido apds a andlise de FTIR.

Figura 13-Espectro de FTIR para o colageno hidrolisado de pele de tilapia

Absorbancia

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 LN L) Fr i il P i LA 2 T TEnN T Tam T i)

Numero de onda jcm”

Fonte:Elaborado pelo autor., 2019
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Tabela 12-Principais grupos observados no espectro

Numero de onda (cm™) Discricao
3340 Estiramento de grupos N-H Amida A
Estiramento assimétrico de grupos _
2360 Amida B
CH2
1792 . . I
Geralmente baixa banda mais forte  Amida Ciclica
1700
1658 Estiramento de grupos C=0 Amida |
Deformacéao de grupos N-H
1464 acoplado com estiramento de Amida
grupos C-N
Deformacéo angular de grupos N-H
1286 acoplado com estiramento de Amida Ill
grupos C-N
1129 losn fosfato

Fonte: Adaptacéo de (FIGUEIREDO., 2015b).

Com o espectro do infravermelho foi possivel identificar a presenca dos
aminodacidos constituintes das fibras de colageno. Doyle et al (1975) relatam que a
vibrac&o de estiramento livre de grupos N-H ocorre na faixa de 3400-3440 cm-1, no
entanto estes intervalos de frequéncia estéo associados as vibracdes de estiramento
de grupos N-H onde existe ligacbes de hidrogénio, provavelmente com um grupo
carbonila da cadeia peptidica, no experimento foi encontrado bandas de 3340cm™

correspondendo a esse intervalo e classificado como Amida A.

A posicdo da banda 2360 cm™, corresponde ao amido B relacionado ao
estiramento assimétrico de grupos CH2 (ABE NA KRIMM., 1972). As bandas 1792 e
1700 correspondem a regido de amida ciclica, apresentando Lactamicos de 5

membros, que sao as antibioticos B-lactamicos (PAIVA et al., 2010)

A Amida I, geralmente apresenta frequéncias de vibracdes caracteristicos no
intervalo de 1600-1700 cm-1, no experimento foi observado em 1658 cm™ e esta
associada aos compostos carbonilicos ao longo da estrutura polipeptidica e

representa um marcador sensivel da estrutura secundaria da proteina, indicam a



43

estabilidade da estrutura secundaria (tripla a-hélice) da molécula de colageno (CHI et
al., 2013).Segundo Singh e colaboradores (2011) a formacgé&o de ligacdo de hidrogénio
entre estiramento de grupos N-H (posicao X) e grupos C=0 (Glicina) do quarto residuo

€ responsavel pela iniciacdo da tripla hélice.

A frequéncia de 1464 cm esta contida no intervalo de 1515-1570 cm%, que
representa as bandas caracteristicas do Amido Il que est4 associado a deformacéo
de grupos N-H acoplado com estiramento de grupos C-N, a qual estd associada a
estrutura de tripla hélice do coldgeno (JEEVITHAN., 2014). A banda de absor¢cdo em
1286 cm™ esta associada ao grupos N-H acoplado com estiramento de grupos C-N,

caracteristicos da Amida Il (LI et al., 2013).

Além das bandas caracteristicas dos aminoacidos do colageno, foi possivel
observar bandas caracteristicas de grupamentos fosfato de hidroxiapatita na
regidao1129 cm*(BOVA., 2016)

O grafico referente a amostra de colageno comercial (Erva doce) foi possivel

identificar 5picos como sendo de colageno hidrolisadocomo demostra o grafico (14).

Figura 14-Espectro de FTIR de colageno comercial

Absorbancia

Numero de ondalcm™

Fonte: Elaborado pelo autor., 2019
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Tabela 13-Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho para colageno hidrolisado

comercial.

Numero de onda (cm™) Discricao

Estiramento de grupos N- .
3089 H Amida A

Estiramento assimétrico _
2360 Amida B
de grupos CH2

Deformacao de grupos N-
H acoplado com _
1462 _ Amida Il
estiramento de grupos C-
N

Deformacao angular de

grupos N-H acoplado com

1280 _ Amida IlI
estiramento de grupos C-
N
1117 losn fosfato

Fonte: Adaptacéo de (FIGUEIREDO, 2015c).

O colageno experimental mostrou ter muito mais qualidade a nivel de proteinas
do que o comercial da erva doce.Dessa forma com base nos resultados disponiveis
na literatura (DOYLE et al., 1975); (FIGUEIREDO., 2015d); (JEEVITHAN, 2014) foi
possivel a analisar e identificar no espectro a presenca de picos de amidas I, Il e llle

grupos funcionais caracteristicos desta proteina hidrolisado.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou ser de grande valia em termos de rendimentos
preoteico e 0s processos empregados mostram-se muito satisfatorio na obtencéo do
colageno hidrolisado a partir da biomassa residual pesqueira, especificamente, pele

da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A purificagdo de baixo custo mostrou-se muito promissor no processo de
extracdo sendo necessario meios para confirmar tal proezar, mais no geral compriu
com o esperado pelo experimento, podendo ser aplicado em processos industrial onde

se tem grandes custos na purificacdo da proteina do colageno.

Embora o rendimento obtido neste estudo, considera-se que o método
empregado mostrou viabilidade econémica e tecnoldgica para a extracdo do colageno
a partir da pele de tilapia do Nilo é necessario que sejam realizadas mais investigacfes

acerca da otimizacao do processo e melhor entendimento do mecanismo de reagéao.

O uso de impelidores e agitacdo mostrou-se muito eficiente no processo da

hidrolise e no rendimento da producao de colageno.

A utilizac&o do rotoevaporador € de extrema importancia no processo quando
aplicado a escalas industriais pois se tem a reutilizagdo dos reagentes e a nao
necessidade de implementacao de técnicas que demanda um longo periodo de tempo

e custo altos.

Entdo se tem a necessidade de mais analises para a viabilidade do processo a
nivel industrial e a reutilizacdo da biomassa pesqueira em alto escalas contribuindo
assim na valorizacdo do colageno pesqueiro e na minimizacdo de impactos

ambientais e socioecondmicos.
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7. PERSPECTIVAS

Para dar continuidade a esta pesquisa, de modo a se obter resultados mais
elaborados se tem a necessidade de mais analises especificos e detalhados da
proteina hidrolisado, quantificar os aminoacidos presentes na cadeia de colageno

hidrolisado tipo I.

Implementacédo do colageno hidrolisado de peixe em processos clinica, como
transplantes de células-tronco autdlogas ou reparo de cartilagem, a partir de
biomateriais a base de colageno.

Emprego do colageno hidrolisado na culinaria aumentando o nivel proteico e
em diversos processo na area de cosmeticos, tal como criacdo de cremes e 0Oleos e

produtos tendo o colageno de peixe como base.

Diminuir a quantidade de material organico gerados, atribuindo aos diferentes
processos biotecnoldgicos com o intuito de gerar produtos com beneficios para a
sociedade e 0 meio ambiente proporcionando o desenvolvimento de economia verde

e da sustentabilidade.
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