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RESUMO

EXTRAQAQ E CARACTERIZACAO DE COLAGEI§|O E GELATINA DA PELE DE
JUNDIA (Rhamdia quelen): UMA VALORIZACAO AO SUBPRODUTO DO
PESCADO

AUTORA: Camila Giacomelli da Silva
ORIENTADOR: Prof. Dr. Ernesto Hashime Kubota
COORIENTADOR (A): Prof. Dr?. Rosa Cristina Prestes Dornelles

O coléageno e o colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) sdo produtos obtidos do tecido
conjuntivo de animais e sdo utilizados de muitas formas em varios setores industriais. Os
subprodutos do setor do pescado tém chamado a atencéo para a producdo desses materiais
pelo fato de uma parte da populacdo ndo consumir produtos originados de mamiferos, por
problemas sanitarios envolvendo os mesmos e para a valorizagdo do subproduto descartado.
Desse modo, a pesquisa teve como objetivo extrair e caracterizar o colageno soltvel em &cido
(ASC), coléageno soltuvel em pepsina (PSC) e a gelatina (GPJ) da pele de jundia (Rhamdia
quelen) (PJ) para os quais até o presente momento ainda ndo foram encontrados dados na
literatura. O colageno foi extraido da PJ pelo método quimico e enzimético. Primeiramente,
na PJ foi realizado o pré-tratamento para a remocao de constituintes indesejaveis, utilizando
hidréxido de sodio 0,1 M, alcool butilico 10% e perdxido de hidrogénio 3%, para a remog¢éo
de proteinas ndo colagenosas, gordura e pigmentos, respectivamente. Apds, foi submetida ao
processo de extracdo com &cido acético 0,7 M por 24 horas. No liquido foi precipitado o0 ASC
com cloreto de sodio 0,8 M, posteriormente centrifugado, dialisado em acido acético 0,1 M e
agua destilada e por fim, congelado e liofilizado. Para a obtencdo do PSC, foi utilizado o
residuo da extracdo nao solubilizado no liquido, submetido ao mesmo processo citado, porém
com adigédo de 1,5% de pepsina sobre o peso inicial de pele. A obtencdo da GPJ consistiu
primeiramente na realizacdo do pré-tratamento com hidroxido de sédio 0,2 M e &cido acético
0,1 M para o inchamento das peles. Posteriormente, a GPJ foi extraida em agua destilada a 45
°C por 9 horas. As analises realizadas para a caracterizacdo foram composi¢do quimica,
contetdo de hidroxiprolina, rendimento, espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), eletroforese em gel (SDS-PAGE), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), determinacdo do pH e cor, microscopia eletronica de varredura (MEV) e algumas
propriedades tecnoldgicas tais como, emulsificantes e espumantes, digestibilidade in vitro,
solubilidade e viscosidade. Para 0 ASC, PSC e a GPJ foram obtidas principalmente elevada
composicdo de proteina e de hidroxiprolina e ainda, rendimento com proporc¢éo de 15,1, 71,3
e 63,9% (em base seca), respectivamente. O FTIR mostrou picos na regido da amida
comumente encontrado em colageno e gelatina, a SDS-PAGE marcou bandas com alto peso
molecular e 0 DSC apresentou elevada caracterizacdo térmica em relacdo a outras fontes. A
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostrou camadas densas e nao porosas na GPJ.
Quanto as propriedades tecnoldgicas o ASC e PSC apresentaram capacidade para serem
utilizadas principalmente como propriedade emulsificante em temperatura de refrigeracéo e a
GPJ apresentou condicdes de conferir viscosidade elevada nos produtos as quais for
adicionada. Ambas as amostras ainda apresentaram melhor solubilidade em ambiente acido.
Diante disso, a PJ comprovou ser possivel fonte para a obtencao de colageno e gelatina como
alternativa as tradicionais de bovinos e suinos, pelo fato de apresentarem caracteristicas
quimicas e funcionais com efeito positivo para os mais diversos setores industriais.

Palavras-chave: Descarte de peixe; Composi¢cdo quimica; FTIR; SDS-PAGE; Propriedades

funcionais.






ABSTRACT

EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF COLLAGEN AND GELATIN
FROM THE SKIN OF JUNDIA (Rhamdia quelen): AN VALUE TO THE FISH BY-
PRODUCT

AUTHOR: Camila Giacomelli da Silva
SUPERVISOR: Prof. Dr. Ernesto Hashime Kubota
CO-SUPERVISOR: Prof. Dr®. Rosa Cristina Prestes Dornelles

Collagen and partially hydrolyzed collagen (gelatin) are products obtained from the
connective tissue of animals and are used in many ways in various industrial sectors. The by-
products of the fish sector have drawn attention to the production of these materials due to the
fact that a part of the population does not consume products originating from mammals, due
to sanitary problems involving them and the valorization of the discarded by-product. Thus,
the research aimed to extract and characterize acid-soluble collagen (ASC), pepsin-soluble
collagen (PSC) and gelatin (GPJ) from silver catfish skin (Rhamdia quelen) (PJ) for which to
date data have not yet been found in the literature. Collagen was extracted from PJ by
chemical and enzymatic method. First, in PJ, pre-treatment was performed to remove
undesirable constituents, using 0.1 M sodium hydroxide, 10% butyl alcohol and 3% hydrogen
peroxide, for the removal of non-collagenous proteins, fat and pigments, respectively.
Afterwards, it was submitted to the extraction process with 0.7 M acetic acid for 24 hours.
The ASC was precipitated in the liquid with 0.8 M sodium chloride, subsequently centrifuged,
dialyzed in 0.1 M acetic acid and distilled water, and finally frozen and lyophilized. To obtain
the PSC, the extraction residue not solubilized in the liquid was used, submitted to the same
process mentioned, but with the addition of 1.5% of pepsin on the initial skin weight.
Obtaining GPJ consisted primarily of pre-treatment with 0.2 M sodium hydroxide and 0.1 M
acetic acid for skin swelling. Subsequently, GPJ was extracted in distilled water at 45 °C for 9
hours. The analyzes performed for the characterization were chemical composition,
hydroxyproline content, yield, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), gel
electrophoresis (SDS-PAGE), differential scanning calorimetry (DSC), determination of pH
and color, microscopy scanning electronics (SEM) and some technological properties such as
emulsifiers and foamers, in vitro digestibility, solubility and viscosity. For ASC, PSC and
GPJ, high protein and hydroxyproline composition were obtained, as well as yields with a
proportion of 15.1, 71.3 and 63.9% (on dry basis), respectively. FTIR showed peaks in the
amide region commonly found in collagen and gelatin, SDS-PAGE marked bands with high
molecular weight and DSC showed high thermal characterization compared to other sources.
Scanning Electron Microscopy (SEM) showed dense and non-porous layers in GPJ. As for the
technological properties, ASC and PSC showed the ability to be used mainly as an
emulsifying property at refrigeration temperature and GPJ showed conditions to provide high
viscosity in the products to which it is added. Both samples still showed better solubility in an
acidic environment. Therefore, the PJ proved to be a possible source for obtaining collagen
and gelatin as an alternative to the traditional ones for cattle and pigs, due to the fact that they
present chemical and functional characteristics with a positive effect for the most diverse
industrial sectors

Keywords: Fish discard; Chemical composition; FTIR; SDS-PAGE; Functional properties;
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1 INTRODUCAO

O coléageno é a proteina mais abundante nos animais, sendo a principal do tecido
conjuntivo e encontrada em varias partes da estrutura biologica animal (peles, ossos, tenddes,
cartilagens, escamas e entre outros) (DAMODARAN et al. 2010). Para extrair o colageno é
necessaria a remocao de numerosas ligacOes intra e intermoleculares e ligacdes covalentes
cruzadas, que tornam o processo bastante complexo (RAN; WANG, 2014), através de
métodos com a utilizacdo de hidrdlise acida ou enzimatica (ZAVAREZE et al. 2009). Deste
material € possivel também a obtencdo de colageno parcialmente hidrolisado, conhecido
como gelatina, que € obtido do colageno nativo por meio da hidrélise acida (Tipo A) ou
alcalina (Tipo B) seguida de aquecimento (> 45 °C) (GOMEZ-GUILLEN et al. 2002).

O processo de extracdo de colageno e seus derivados tem se destacado devido a sua
utilizacdo em aplicacBes alimentares, farmacéuticas, biomédicas, cosméticas e fotograficas
(KITTIPHATTANABAWON et al. 2015) considerando suas propriedades funcionais e
tecnoldgicas. Na indlstria de alimentos, sdo utilizadas como: melhoradores de textura,
estabilizantes de espuma, substituintes de agentes sintéticos, de proteinas vegetais e gorduras
saturadas nos mais diversos processos industriais (JOHNSTON-BANKS, 1990;
SCHRIEBER; GAREIS, 2007), tudo isso pelo fato de apresentar na sua estrutura moléculas
com parte hidrofilica (afinidade com &gua) e hidrofobica (afinidade com a gordura)
(MICHELINI et al. 2007; KARIM; BATH, 2008). Além disso, sdo considerados produtos de
baixas calorias, que normalmente sdo recomendados para 0 uso em produtos alimentares para
aumentar os niveis de proteina, e reduzir os niveis de carboidratos em alimentos formulados
para diabéticos (KARIM; BHAT, 2009).

Muitos fatores estdo exigindo a descoberta de uma nova fonte para a producdo de
colageno e gelatina. Primeiramente, uma fonte que seja permitida ou legal para as leis
islamicas, judaicas e hindus, ja& que os mucgulmanos e os judeus ndo tém permissdo para
consumir os produtos elaborados com carne suina, e os hindus com carne bovina. Outro fator
importante é a seguranca sanitaria, a gelatina de origem bovina pode ter o risco de estar
contaminada com prions que podem transmitir a Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) e
febre aftosa (KARIM; BHAT, 2002; GOMEZ-GUILLEN et al. 2009; LI et al. 2013). Outro
fator esta relacionado a preservacdo ambiental, ja que a inddstria pesqueira tem muitos
subprodutos indesejaveis aos consumidores, como pele, 0ssos, nadadeiras, cabegas e escamas,

0 que reduz a eficiéncia e a receita do comércio de pescados. Além disso, esses subprodutos
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podem acabar sendo descartados de forma inadequada e causar poluicdo ambiental
(SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe de couro encontrado quase que em todo
territorio da América do Norte e Sul (SILFVERGRIP, 1996) em lagos e pogos fundos dos rios
(PAMPLONA, 2009). Possuem tamanhos de até 66 cm, pode pesar em torno de 3 kg, a
coloracdo varia do cinza-esverdeado escuro no dorso até a coloragéo esbranquigada no ventre
e apresenta como caracteristica visual trés pares de barbilhdes sensitivos do lado externo. Sdo
animais que resistem a variac6es de condi¢des de temperatura (BORGES, 2005) e costumam
se alimentar de peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e detritos organicos (GUEDES,
1980; MEURER; ZANIBONI FILHO, 1997).

Diante de todo o exposto, a pele de Jundia (Rhamdia quelen), excedente do
processamento de abate (dados de producdo ndo encontrados), ainda ndo foi estudada até o
presente momento para a obtencdo de coldgeno pelo método quimico e enzimaético, e
colageno parcialmente hidrolisado (gelatina). Sendo assim, esta pesquisa tem como objetivo
principal caracterizar esses materiais e obter produtos que possam contribuir em processos

industriais de varios setores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Obter e caracterizar colageno soltuvel em acido (ASC), colageno soluvel em pepsina

(PSC) e gelatina da pele de jundia (Rhamdia quelen).

2.1.1 Objetivos especificos
= Caracterizar a pele de jundia (Rhamdia quelen);
= Extrair o colageno soltivel em &cido (ASC) e colageno soltvel em pepsina (PSC) da
pele de jundid (Rhamdia quelen);
= Avaliar a composicdo fisico-quimica, estrutural e tecnologica dos compostos
colagénicos;
= Obter a gelatina da pele de jundia (Rhamdia quelen);

= Caracterizar a gelatina através da composi¢do quimica, estrutural e tecnoldgica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo de pescado e o impacto dos subprodutos gerados na industrializacéo

Os principais desafios a serem enfrentados pelos paises para as proximas décadas séo
o0 crescimento da populacdo mundial, a preocupacdo com a seguranca alimentar e o interesse
cada vez mais intenso em relacdo a sustentabilidade ambiental (SAATH; FASCINELLO,
2018). De acordo com a Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) (2016), para o ano de 2050, projeta-se que a populagcdo mundial chegue a 9,7 bilhdes
de pessoas, em torno de 25% a mais que 0 ano de 2020.

Neste sentido, o Brasil, um dos principais agentes no mercado internacional de
alimentos, principalmente de carnes (bovina, suina, frango e pescado), juntamente com a
China, Estados Unidos e Unido Europeia, deve atuar na reducdo dos impactos da falta de
alimentos, tracando estratégias para alimentar esta populacdo (SAATH; FASCINELLO,
2018). A partir do crescimento populacional podera haver a maior industrlizacdo do pescado
para suprir as necessidades de alimentos disponiveis e como consequéncia aumento da
quantidade de residuos e/ou subprodutos resultantes do abate do pescado podem ser
descartados inadequadamente ou processados de forma desvalorizada. De certa forma, a
natureza € capaz de degradar os residuos organicos e também, alguns dos impactos
provocados por eles mesmos. Entretanto, o gerenciamento inadequado pode resultar na
poluicdo do ar, da agua e do solo, contribuindo para diversos problemas ambientais
irreversiveis (SCHULTER; FILHO, 2017).

O setor do pescado é uma atividade econdmica considerada importante em todo o
mundo, como fonte geradora de alimentos, emprego e renda para VAarios segmentos
econdmicos (BENTO; BEMVENUTI, 2008). A pesca é uma atividade baseada no
extrativismo e no uso dos recursos naturais sem o devido planejamento, enquanto a
aquicultura é a atividade controlada pelo homem com o objetivo de exploracdo produtiva
econbmica e financeira. A producdo de pescado, que por muitos anos teve sua origem da
pesca, que passa por uma estagnacao, sobretudo pela exploracdo dos estoques pesqueiros,
encontrou na aquicultura a saida para a continuidade do crescimento sustentavel
(SCHULTER; FILHO, 2017). De acordo com a Associacdo Brasileira de Piscicultura
(PEIXEBR) (2021) nos ualtimos seis anos, a producdo de peixes somente de cultivo saltou
38,7% no pais passando de 578.800 t (2014) para 802.930 t (2020).
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Com o aumento de producéo, a quantidade de residuos organicos gerada nas plantas de
processamento de pescado também aumentou e pode alcancar em torno de 70% em massa de
subprodutos, dependendo do tipo de peixe, do produto desejado e da técnica empregada
(AMIRKOLAIE, 2011). A pele de peixe originada da filetagem, por exemplo, é considerado
um subproduto e causa problemas para o abatedouro pela quantidade descartada, em média
7,5% do peso dos peixes. Muitas vezes, sdo moidas juntamente com visceras e restos de
carcaca do proprio animal e fornecida como fonte alimentar para outros animais,
principalmente espécies de peixes e/ou utilizadas na fabricacéo de fertilizantes ou adubos para
aplicagdo no solo para prover nutrientes esséncias para 0 crescimento das plantas
(CONTRERAS; GUZMAN, 1994).

Entretanto, os subprodutos (peles, 0ssos, cabecas, visceras e aparas) desses animais
possuem na sua composicao proteinas de valor agregado, com destaque para o colageno e 0s
seus derivados. Essas biomoléculas sdo comumente usadas em segmentos na industria
alimenticia, farmacéutica e na medicina (KITTIPHATTANABAWON et al. 2015). Assim,
destaca-se a importancia e necessidade de pesquisas para diminuir 0s impactos no meio
ambiente gerado pelo crescimento da producdo de pescado e ainda, o fornecimento de
produtos de qualidade tecnoldgica e nutricional como 0s compostos colagenosos e seus
derivados (NALINANON et al. 2011; SILVA et al. 2011).

3.1.1 Jundia (Rhamdia quelen)

O jundia (Rhamdia quelen) (Figura 1) pertence a seguinte divisdo taxondmica: classe:
Osteichthyes, Série: Teleostei, Ordem: Siluriformes, Familia: Pimelodidae, Género: Rhamdia,
Espécie: quelen. Além disso, Rhamdia quelen apresenta 49 sinonimias e ainda 10 nomes
populares como: jundia, jundid-tinga, jandia, jandid-tinga, mandi, bagre, entre outros
(GOMES et al. 2000).

O jundia é um bagre de couro de ampla distribuicdo geogréafica, tendo sua ocorréncia
desde a regido central da Argentina até o sul do México (SILFVERGRIP, 1996). Geralmente,
seu habitat é em lagos e pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas mais calmas,
com o fundo de areia e lama, junto a&s margens e vegetacdo. Escondem-se entre pedras e
troncos apodrecidos, de onde saem a noite a procura de alimento (PAMPLONA, 2009).

Estes animais possuem a estrutura bucal de tamanho grande, sem dentes e com trés

pares de barbilhdes sensitivos do lado externo. A coloragdo da pele pode ser variada podendo
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ser desde o cinza-esverdeado escuro no dorso até a coloracdo esbranquicada no ventre
(BORGES, 2005).

Figura 1 — Peixe Jundi& (Rhamdia quelen). Fonte: Revista Panorama da Aquicultura (2002).

Sobre as condicBes de sobrevivéncia quanto a temperatura, é considerada uma espécie
euritérmica, resistindo a grandes oscilagbes de temperatura, embora o ideal térmico situe-se
entre 22-28 °C (BORGES, 2005) e os alevinos sdo aclimatados a 31 °C suportam
temperaturas de 15 a 34 °C (GOMES et al. 2000).

Quanto ao sistema de alimentagdo, os peixes adultos de Rhamdia quelen sdo onivoros,
possuem capacidade para metabolizacdo de diferentes classes alimenticias, costumam se
alimentar de peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e detritos organicos (GUEDES, 1980;
MEURER; ZANIBONI FILHO, 1997). Existem diversas pesquisas sendo realizadas sobre a
alimentacdo de alevinos, em busca de melhores caracteristicas para a qualidade da carne dos
peixes.

A taxa de crescimento dos machos é maior do que a das fémeas até o terceiro ou
quarto ano de vida, quando a situacdo se inverte. O comprimento calculado para as fémeas é
de aproximadamente 66,5 cm e para os machos de 52 cm, e em média podem chegar a 3 kg.
Consequentemente, as fémeas apresentam maior comprimento e idade que os machos, sendo
que o tempo de vida teérico das fémeas é de 21 anos e dos machos 11 anos (GOMES et al.
2000).

Assim, 0 jundia é uma espécie promissora ao setor do pescado brasileiro, pois
apresenta boa adaptacdo a véarios climas, tem aceitacdo a diferentes alimentos, rapido
crescimento e mais, excelente carne saborosa sem espinhos intramusculares (COLDEBELLA,;
RADUNZ NETO, 2002).
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3.2 Colageno: estrutura, composicao e métodos de extracgéo

O coldgeno é uma proteina obtida do tecido conjuntivo de animais, presente na pele,
tenddes, cartilagens, veias, dentes e 0ssos, e apresenta cerca de 30% de toda matéria proteica
do corpo dos animais (RAW, 1989), e tem como principal funcdo atuar no organismo
contribuindo com a integridade estrutural dos tecidos e musculos de vertebrados e
invertebrados (DEMAN et al. 1999; DAMODARAN et al. 2010).

O termo colageno deriva das palavras gregas Kolla (cola) e Genno (producdo)
(OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2001). Atualmente o colageno € utilizado para denominar uma
familia de pelo menos 29 formas distintas de proteinas encontradas no tecido ao longo do
corpo. Dentre os diversos tipos de colagenos identificados, pode se observar a presenca dos
tipos I, 11, 111, 1V, V, VI, XlI e XIV na musculatura conectiva dos animais que se diferenciam
na composicdo de aminoacidos, nos arranjos, no diametro e na localizacdo dos tecidos
(OLIVO; DEMAN, 1999; SHIMOKOMAKI, 2001; PRESTES, 2013).

O colageno mais abundante é o Tipo | e comumente encontrado na pele, tenddes,
ligamentos e ossos. E formado por trés cadeias polipeptidicas, sendo duas subunidades, o; e
ap, que constituem a estrutura helicoidal na parte central e na extremidade permanecem a
forma globular com a parte aminica e carboxilica (TORLEY et al. 2000). Nas porcdes
globulares estdo presentes as pontes cruzadas intermoleculares, que estabilizam a estrutura
das fibrilas colagenosas, que resulta na alteracéo da textura, ocorrendo enrijecimento na carne
a medida que o animal envelhece (PRABHU; DOERSCHER, 2004).

O colageno Tipo Il ocorre quase exclusivamente no tecido da cartilagem e acredita-se
que a subunidade oy do Tipo Il seja semelhante a subunidade a; Tipo I. O colageno Tipo 111 é
fortemente dependente da idade, no animal muito jovem a pele pode conter até 50%, mas com
a passagem de tempo essa porcentagem pode ser reduzida para 5 a 10%. Os demais tipos de
coldgeno estdo presentes apenas em pequenas quantidades, principalmente em 06rgaos
especificos, como em membranas basais, cdrnea, musculo cardiaco, pulmdes e mucosa
intestinal (SCHRIEBER; GAREIS, 2007; KARIM; BHAT, 2009). A existéncia dos tipos de
colageno | e V foram relatados em tecidos de peixes, embora o colageno do Tipo V seja
encontrado substancialmente em quantidades menores (MIZUTA et al. 2004).

A molécula de coldgeno tem 280 nm de comprimento, com massa molecular de
300.000 Da, estabilizada por pontes de hidrogénio e por ligacdes intermoleculares
(LEHNINGER, 1995; WOLF, 2007). A unidade bésica do colageno é o tropocolageno que é

formado por trés cadeias de polipeptideos que se entrelacam em formato helicoidal. Essas
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cadeias sdo organizadas de forma paralela a um eixo, formando as fibras de colageno, que
proporcionam resisténcia e elasticidade a estrutura presente (Figura 2) (NEKLYUDOQV,
2003).
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Figura 2 — Estrutura do colageno (tropocolageno): (a) forma de triplete presente nas matrizes colagénicas; (b)
tropocolagno; (c) hélice tripla. Fonte: Sionkowska (2006).

A estrutura tripla helicoidal apresenta composicdo de aminodcidos variada, a
sequéncia mostra que a maior parte da cadeia polipeptidica esta formada por 44% (Gly-X-X),
20% (Gly-X-1), 27% (Gly-1-X) e (Gly-I-1). Gly é o aminoacido glicina, X quase sempre é
prolina e o Y, hidroxiprolina ou hidroxilisina. Geralmente, o colageno contém cerca de 30%
de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de hidroxilisina e
pequenas quantidades de aminoacidos polares e carregados (WONG, 1995). A quantidade de
hidroxiprolina é utilizada como referéncia para determinar a quantidade de colageno na carne
e produtos carneos (SCHILLING et al. 2003) e ainda, a prolina e hidroxiprolina sdo
responsaveis pela estrutura secundaria do colageno e pela estabilidade da tripla hélice.
Portanto, a menor quantidade ou a falta de hidroxiprolina interfere na formagéo da tripla
hélice quando submetido a elevacdo da temperatura (GOMEZ-GUILLEN et al. 2002) e
podem causar danos as propriedades de gelificacdo do colageno (PRESTES, 2013).

O colageno é obtido através de dois métodos de extracdo, a hidrolise com o uso de
produtos quimicos que é utilizada de forma ampla no setor industrial e a hidrélise enzimatica
que pode produzir o produto com a melhor funcionalidade e valor nutritivo (GOMEZ-
GUILLEN et al. 2002; ZEUGOLIS; RAGHUNATH, 2011; MASILAMANI et al. 2016). Para
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a obtencdo de colageno, € necessario que o subproduto seja submetido ao pré-tratamento para
a remogdo de substancias ndo colagenosas e de constituintes indesejaveis, como o contetdo
mineral, de lipideos e pigmentos. Apds este procedimento o material € submetido ao método
de extracdo escolhido (&cido e/ou enzimatico) e por fim, o coldgeno é precipitado em
diferentes concentrac@es de cloreto de sodio (NaCl), centrifugado, dialisado em acido e 4gua
destilada, congelado em recipientes e posteriormente, realizado o processo de secagem em
liofilizador (GOMEZ-GUILLEN et al. 2002; MUYONGA et al. 2004; MURALIDHARAN et
al. 2013).

Na Tabela 1 estdo expostos de forma resumida alguns métodos de producdo de
coladgeno. Os parametros de processamento (enzima, temperatura, tempo e pH), o pré-
tratamento, método de conservacao e as condi¢des do subproduto inicial podem influenciar as
caracteristicas do produto final. Dessa forma, sdo obtidos coldgenos com diferentes
comprimentos da cadeia polipeptidica, viscosidade, solubilidade, capacidade de retencéo de
agua e gordura, emulsificacdo e composi¢do nutricional (KARIM; BHAT, 2009; HUANG et
al. 2016).

A producéo de colageno e os seus derivados é tradicionalmente realizada com as peles
e 0ssos de mamiferos como matéria-prima, principalmente de bovino e suino. Entretanto,
algumas questdes estdo sendo discutidas sobre a producdo de colageno desses animais, pois 0s
bovinos apresentam problemas relacionados & salde como a Encefalopatia Espongiforme
Bovina, febre aftosa e reacdes alérgicas (CHO et al. 2004), e hd também restricbes ao
colageno de mamiferos em paises com islamismo, religides do judaismo (KARIM; BHAT,
2009) e vegetarianismos (KOLI et al. 2012). Desse modo, as fontes alternativas aos
compostos colagénicos de mamiferos estdo sendo estudadas e caracterizadas, e estdo

apresentando resultados com efeito positivo e potencial de aplicacdo industrial.



Tabela 1 — Métodos de obtencédo de colageno e fontes alternativas.
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Mateéria-prima Pré-tratamento

Extracao

Caracterizacéo

Referéncia

NaCl 0,8 M por trés periodos de 10
min., seguido de enxague em agua
corrente;

Peles de parca do Nilo
(Lates niloticus)

Acido acético 0,5 M por
16 h, com agitacao
intermitente;

Rendimento, composic¢éo
nutricional, temperatura de
desnaturacdo, aminoacidos,

SDS-PAGE e FTIR;

Muyonga et al.
2004.

Eter e hexano para a remocao da
gordura por 2 dias;

Pele do peixe-gato-canal
(Ictalurus punctaus)

Acido acético 0,5 M
durante 24 h (ASC) e
adicéo de pepsina 0,1%
por 72 h (PSC);

Rendimento, composic¢éo
nutricional, temperatura de
desnaturacdo, aminoacidos,

SDS-PAGE, FTIR e espectro
UV/Vis;

Liu et al. 2007.

NaOH 0,1 M para remover
proteinas ndo colagenosas por 6 h e
alcool butilico 10% por 48 h;

Pele de bagre listrado
(Pangasianodon
hypophthalmus)

Acido acético 0,5 M por
24 h (ASC) e adicdo de
pepsina suina (20
unidades/g de residuo)
(PSC);

Rendimento, composic¢édo
nutricional, aminoacidos, SDS-
PAGE, solubilidade e Potencial

Zeta,

Singh et al.
2011.

NaOH 0,1 M durante
Pele de bagre da Malasia 6 h para a remoc¢éo de proteinas ndo
(Hibrido Clarias sp.) colagenosas e alcool butilico 10%
por 24 h para 0 desengorduramento;

Acido acético 0,7 M por

24 h (ASC) e adicao de

1,5% pepsina (PSC) por
24 h;

Rendimento, aminoacidos,
temperatura de desnaturacao e
solubilidade em pH e NaCl,

Kiew:
Mashitah,
2013.

NaCl 0,8 M por
10 min para remover as impurezas;
NaOH 0,1 M por 3 dias para
remover as proteinas nao colagenas;

Peles, 0ssos e musculos
da jaqueta de couro
(Odonus niger)

Acido acético 0,5 M por 3
dias (ASC) e adicéo de
pepsina (PSC) 0,1%;

Rendimento, composic¢édo
nutricional, SDS-PAGE,
aminoacidos, viscosidade e
DSC;

Nagarajan et
al. 2013.

NaCl 5% para reduzir as proteinas

Pele de frango ndo colagenosas e Na,COs 6 %;

50 °C por 3 h com trés
enzimas papaina, tripsina
e flavourzyne;

Peso molecular, aminoacidos,
Absorcdo de agua e 6leo,
solubilidade, propriedades

emulsificantes e espumantes;

Zeng et al.
2013.

NaOH 0,1 M para remover
proteinas ndo colagenas por 6 h;

Pele do peixe palhaco
(Chitala ornata)

Acido acético 0,5 M
por 48 h com agitacéo

Rendimento, aminoacidos,
Determinacgéo de proteina,

Kittiphattanaba
won et al.
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continua (ASC) e adicéo

FTIR, DSC e Potencial Zeta; 2015.
de pepsina suina (20
unidades/g de residuo)
(PSC);
. Lipidios removidos por enxague
Pele d_e bagre_ af_rlcano com agua destilada a 4 °C; NaOH < -
(Clarias gariepinus), . < Acido acético 0,5 M . . . .
salméo (Salmo salar) e 0,1 M remover proteinas néo durante 72 h- Rendimento, hidroxiprolina, Tylingo et al.
-~ colagenas; Solucdo de H,O, por 24 ’ DSC, SDS-PAGE e FTIR; 2016.
bacalhau do Baltico o ~
ha4 ° C paraaremogéo de
(Gadus morhua) ) )
pigmentos;
Acido acético 0,6 M por . .
_Medusa Agua destilada friaa 4 °C por 3dias 72 h e Acido acético 0,5 Rendimento, Composigdo
(Rhopilemaesculentum ara a dessalinizacio: M por 72 h contendo 1% nutricional, SDS-PAGE, Cheng et al.
Kishinouye) P ¢a0, P q . 0 aminoéacidos, FTIR e MEV; 2017.
e pepsina;
Proteinas ndo colagenosas Composicao nutricional,
. . g Extraidos em &cido aminoacidos, DSC, FTIR,
Pés de codornas removidas com NaOH 0,1 M, a " ) ) .
. O acetico 0,5 M por 3diase  Potencial Zeta, Espectro UV-  Yousefi et al.
congeladas (Coturnix gordura com etanol 20% e o calcio p AR
. ) , re-extraidos nas mesmas  Vis, Viscosidade, SDS-PAGE 2017.
japonica) com EDTA 0,5 M; - ) }
condicdes por 48 hs; e MEV;
Rendimento, composicédo
Vesicula de peixe-gato « < . " nutricional, aminoéacidos, .
listrado (Hipoftalmo NaOH Q,Z M paraa remogao. de Acido acético _0,5 M por Espectro UV/Vis, SDS-PAGE, Vijayan et.
. proteinas nao colagenosas; 72 h; N " 2018.
Pangasius) FTIR, Ressonancia magnética e
viscosidade;
] . « Acido acético 0,5 M por
Residuo de sardinha NaOH 0,1 M para a renocao de o . . .
(Sardinella fimbriata) proteinas ndo colagenas e EDTA 24 h (ASC) e adigdo de Rendimento, Proteina, FTIR, Hamdan

1,5% de pepsina por 30 h

0,5 M por 24 h para o célcio; (PSC).

Solubilidade e Morfologia; Sarbon, 2019.

Fonte: Propria (2019).
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3.2.1. Derivados do colageno

A partir do coldgeno nativo (tropocoldgeno) podem ser obtidos o coldgeno
parcialmente hidrolisado (gelatina), a fibra de coldgeno e o coladgeno hidrolisado. Cada um
destes derivados apresenta caracteristicas proprias que sdo dependentes da matéria-prima, do
processo de extracdo (quimico ou enzimatico) e do tempo e temperatura de obtencdo
(KARIM; BATH, 2008; PRESTES, 2013).

3.2.1.1 Colageno parcialmente hidrolisado (gelatina)

A gelatina é uma proteina que pode ser obtida por subprodutos de animais e/ou pelo
proprio colageno em temperatura controlada. Na producéo de gelatina, o objetivo é controlar a
hidrolise parcial do coldgeno que causa a quebra incompleta da reticulagdo da molécula e
converte o produto resultante em um material soluvel (NEKLYUDOV, 2003; KARIM,;
BHAT, 2008; KARIM; BHAT, 2009) com propriedades fisicas e quimicas desejaveis, dentre
elas: viscosidade elevada, propriedade emulsificante e espumante, alta capacidade térmica,
inodora e incolor (NEKLYUDOV, 2003).

O processo de conversdo de colageno em gelatina (Figura 3) envolve principalmente
as seguintes etapas: a primeira etapa é o pré-tratamento, com utilizacdo de solugdes acidas,
basicas e/ou utilizacdo de enzimas, que consistem na clivagem parcial das ligagdes cruzadas
(SCHRIEBER; GAREIS, 2007; KARIM; BHAT, 2008; MUHAMMAD et al. 2016). A
segunda etapa que compreende a extracdo real de gelatina que envolve o aquecimento (> 45
°C) em agua com variacbes no tempo de extracdo, e a ultima etapa para a obtencdo de
gelatina, inclui a filtragdo, secagem e moagem em p6 (KARIM; BHAT, 2007: GOMEZ-
GULLEN et al. 2009). Os dois tipos de gelatinas obtidas sdo denominados Tipo A (pelo
método com &cido) e Tipo B (pelo método basico) (WONG, 1995). De modo geral, o
tratamento acido € preferivel para o colageno da pele de peixes e suinos, que tem menos
ligagBes covalentes reticuladas, e quanto ao tratamento alcalino é preferivel para o colageno
das peles bovinas que tem mais ligagfes covalentes e sdo mais complexas (KARIM; BHAT,
2008).

Como descrito anteriormente, o colageno é composto por uma hélice tripla entrelagada
e estabilizada por pontes de hidrogénio e ligagdes intermoleculares. A conformacéo helicoidal
é perdida quando ocorre a destruicdo parcial dessas ligacGes e ocorre o colapso da molécula
(WARDS; COURTS, 1977). Com isso, hd o desenrolar das cadeias moleculares e

consequentemente a reducdo do peso molecular (RAHMAN et al. 2008). E necessario que
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este processo ocorra para modificar a estrutura da proteina e, portanto, produza um inchago
adequado e ruptura intra e intermolecular das ligacGes, causando a solubilizacdo de colageno
e levando a formacéo de gelatina (MOHTAR et al. 2010).

Matéria-prima

S—e
\

1) Remocao de
constituintes indesejaveis

Pre-tratamento 2} Solugdes acidas (Tipo

A)), alcalinas (Tipo B)
l para o inchamento do
material e/on méetodo

enzimatico (25 °C).

\A A quecimento com agua

l (=45 °C) apos

Extracéo

inchamento do material.
Filtracdo
Secagem — > Liofilizacdo
Moagem —_— Gelatina em po

-
Figura 3 — Processo de obtencdo de gelatina. Fonte: Propria (2021).

As gelatinas de mamiferos também apresentam problemas sanitarios e socioculturais
com a sua producdo, conforme relatado na producdo de colageno. Sendo assim, a gelatina de

subprodutos do abate de fontes marinhas (peles, espinhos, barbatanas, escamas e cabecas) é
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uma alternativa possivel a gelatina de mamiferos (BALTI et al. 2011; KIPLAGAT et al. 2017,
ALl et al. 2018; PRADARAMESWARI et al. 2018). A pele do peixe que é um dos principais
subprodutos da industria de processamento do pescado, causando desperdicios e poluicéo,
pode fornecer uma valiosa fonte de gelatina (BADII; HOWELL, 2006). A producdo de
gelatina de peixe ndo € um processamento novo, comegou a ser estudado e produzido desde
1960 e utilizado para aplicagdes industriais (NORLAND, 1990). Uma patente dos Estados
Unidos descrita por Grossman e Bergman (1992) detalharam os procedimentos de extracédo e
caracterizacdo das propriedades e desde entdo, varios grupos de pesquisa tém investigado os
varios aspectos da gelatina de peixe.

A gelatina de fontes de peixes apresenta caracteristicas que despertaram a atengéo de
muitos setores industriais. Geralmente, apresenta o rendimento médio de extracdo de até 19%
(gramas de gelatina seca por 100 g de pele limpa em uma base imida) (ALFARO et al. 2013).
Os valores de pH sdo variaveis e dependentes do método de extracdo utilizado, sendo assim
diferentes faixas podem ser observadas (ALFARO et al. 2015). Os constituintes quimicos
como a umidade (6 a 13%), residuo mineral fixo (ideal até 2,6%) lipideos (ideal abaixo de
5%) e proteinas (até 30%), em base Umida sdo variaveis de acordo com as caracteristicas da
matéria-prima. Quanto ao contetdo de aminoacidos, os responsaveis pelas caracteristicas
funcionais da gelatina, é predominantemente 33% de glicina, 20% de prolina e hidroxiprolina
e 11% de alanina (SARABIA et al. 2000). As propriedades fisicas da gelatina ndo dependem
somente dos aminoacidos, mas também da distribuicdo molecular, como a formacdo de
cadeias o, B e vy, e da inexisténcia de bandas marcadas com baixo peso molecular
(MUYONGA et al. 2004). Além disso, de acordo com Johnston-Banks (1990), a forca do gel
é proporcional a soma das cadeias a, seus dimeros (Ccomponentes [ € y), € a viscosidade e 0

ponto de fusdo aumentam com o aumento de compostos de alto peso molecular.

3.2.1.2 Fibra de colageno e colageno hidrolisado

A fibra de colageno é um ingrediente novo obtido do colageno nativo extraida de
camadas internas do couro bovino (MAXIMO; CUNHA, 2010; SANTANA et al. 2012). A
fibra é submetida ao processo quimico alcalino com hidréxido de célcio, posteriormente, a
etapa de desengorduramento e secagem a baixas temperaturas. Devido a sua forma fisica, a
fibra apresenta caracteristicas funcionais como a capacidade de retencdo &gua, agente de
textura e coesédo (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2001).
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O coléageno hidrolisado trata-se de uma proteina natural derivada do colageno nativo,
extraido particularmente de bovinos, suinos, aves e peixes. Sua extragdo ocorre em agua de 50
a 60 °C com a utilizacdo de enzimas. A diferenca em relacdo ao coldgeno nativo é que estas
proteinas sao sollveis em agua e/ou em salmoura e apresentam elevado conteudo proteico (84
a 90%). Sua utilizacdo deve-se pela capacidade de retencdo de &gua e alto teor proteico
(FRANCISCHETTI et al. 2007; DENIS et al. 2008).

3.2.2 Aplicac0es tecnoldgicas do colageno e derivados

Os estudos do colageno e seus derivados iniciaram na década de 30, mas vém se
intensificando nos ultimos trinta anos, especialmente no desenvolvimento de aplicagGes na
industria farmacéutica, cosmética e fotografica (MICHELINI, et al. 2007; LAFARGA;
HAYES, 2014; KITTIPHATTANABAWON et al. 2015). Além dessas, a utilizacdo desses
compostos sdo importantes na aplicacdo industrial na area de alimentos, devido as suas
propriedades emulsificantes, agentes espumantes, estabilizantes coloidais, formadores de
peliculas biodegradaveis, agentes microencapsulantes, com a tendéncia de substituir o
material sintético pelo natural e mais, os estudos também se concentram sobre o efeito da
ingestdo oral em animais e humanos, como agentes bioativos, antimicrobianos, antioxidantes
e anti-hipertensivos (GOMEZ-GUILLEN et al. 2011).

O coléageno foi adicionado em presuntos (1%) e reduziu as perdas no cozimento em
percentuais de 2 a 3% e ainda, reduziu a sinérese ap0s quatro semanas de armazenamento.
N&o apresentou diferenca na textura, porém houve leve alteracdo de cor e diferenca sensorial
quando o colageno foi adicionado em quantidade acima de 2% (PRABHU; DOERSCHER,
2004).

A pesquisa de Waszkowiak e Dolata (2007) avaliou o colageno hidrolisado e fibra de
colageno de suino (separadamente) na imobilizacdo de extrato de rosas como antioxidante,
aplicados em salsichas numa concentragdo méxima de 2%. O produto final apresentou
menores valores de umidade e maiores de proteina para fibra de colageno. De maneira geral, a
fibra de colageno apresentou melhor comportamento que o hidrolisado quando avaliada para
imobilizar o antioxidante do extrato de rosas para aplicagcdo em salsichas.

Walrand et al. (2008) estudaram a suplementacdo de colageno hidrolisado em leite
fermentado e em agua, sendo verificada para prevencdo de doencas reumaticas, como a
osteoartrite. A melhor absor¢do dos aminoécidos do coldgeno hidrolisado ocorreu no

suplemento com leite fermentado. Porém, o valor funcional desse produto pode ndo estar
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somente relacionado aos aminoacidos do colageno hidrolisado, mas combinado com outras
proteinas e peptideos presentes no leite fermentado.

O estudo de Bueno (2008) utilizou coldgeno em concentracdes de 0,1 a 0,3% em
cortes bovinos. O colageno atuou favoravelmente no aumento da capacidade de retencdo de
agua, que sofreu decréscimo quando o nivel de injecéo foi alto (> 20%). Teores maiores de
0,14% de col&geno na formulagdo injetada promoveram um aumento acentuado nos valores
de forca de cisalhamento observados no musculo Triceps braquial. A adicdo de até 0,2% de
colageno possibilitou um alto rendimento para o processamento de carne cozida congelada
elaborado com o musculo Triceps braquial sem a utilizacdo de tripolifosfato de sodio,
composto comumente utilizado na industria de alimentos.

Furlan e Srebernich (2009) avaliaram sensorialmente o uso de goma acécia e colageno
hidrolisado em barras de cereais diet. Tanto a adicdo de colageno hidrolisado como de goma
acacia tiveram boa aceitacdo. Quanto a intencdo de compra, 78,4% dos provadores se
manifestaram propensos a comprar a barra contendo colageno, enquanto que, para a barra
contendo goma acacia, esse valor foi de 53,3%, evidenciando a influéncia favoravel do uso de
colageno hidrolisado em barras de cereais diet.

A adicdo de 0,5 e 1,0% de colageno foi avaliada em queijo prato como substituto de
gordura. A adicdo do substituto promoveu aumento do teor de umidade e, consequentemente,
do rendimento dos queijos. O comportamento da glicélise e da protedlise durante a maturacao
do queijo prato light modificado foi préximo ao observado para o queijo prato integral.
Entretanto, ndo houve uma relacdo entre a adicdo do substituto de gordura e aumento da
capacidade de derretimento e melhoria da textura do queijo prato. O pesquisador recomenda
que outros estudos sejam realizados para compreender melhor o efeito do colageno na
qualidade dos produtos, a fim de avaliar seu potencial para a producdo do queijo prato com
reduzido teor de gordura e com caracteristicas semelhantes aos queijos integrais
(DIAMANTINO, 2011).

Pesquisadores adicionaram colageno em mortadela de filé de tilapia propondo-se
produzir um alimento saudavel, saboroso e nutritivo, que pode ser consumido diretamente ou
utilizado em lanches, petiscos e nas mais variadas receitas visando o aumento de consumo de
peixe no pais, além de favorecer o consumo de colageno de forma indireta. O produto foi
avaliado sensorialmente (cor, aroma, textura, sabor e aceitacdo global) e recebeu alta
aceitacdo sensorial (NUNES et al. 2011).
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Czajka et al. (2018) realizaram uma pesquisa com 120 participantes que consumiram
suplemento liquido com colageno de peixe hidrolisado associados com vitaminas e outros
compostos bioativos, e mostraram que houve efeito favoravel do alimento sobre a pele, com
aumento da elasticidade e reducdo do envelhecimento, e ainda, melhora na mobilidade e
reducéo da dor nas articulagdes.

O coldgeno é utilizado na inddstria processadora em produtos alimenticios em
substituicdo a gordura, pois ele tende a melhorar a textura excessivamente dura dos produtos
com teor reduzido de gordura. A aceitacdo sensorial dos produtos adicionados percentuais
elevados de coldgeno diminui enquanto que a suculéncia do produto aumenta, sugerindo que
0 colageno interage na matriz proteica ao invés de prejudicar. Em produtos emulsionados, 0
colageno pode aumentar o rendimento e rigidez, porém os teores elevados podem reduzir a
estabilidade da massa causando liberacdo de gordura e gelatina, e ainda, ocorre reducéo da cor
vermelha devido a diluicdo da mioglobina (PRESTES, 2013).

Na inddstria biomédica e farmacéutica, o colageno associado a outros compostos
podem constituir como matéria-prima para a producdo de suturas, agentes hemostaticos,
substituicdo e/ou regeneracdo tecidual (vasos, 0ssos, cartilagens, pele, sangue, traqueia,
esdfago), cirurgia plastica (labios, pele), oxigenador de membrana, contraceptivos, matrizes
biodegradaveis, implantes, bandagem da cérnea e lentes de contato (FERREIRA et al. 2012).
Os biopolimeros produzidos a partir do colageno tém sido utilizados na producdo de materiais
com aplicacdes biomédicas por serem capazes de reconhecer dominios especificos presentes
na estrutura celular (PIRES et al. 2015).

O colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) é amplamente utilizado pelos mais
diversos setores da industria alimenticia. No segmento de confeitos e doces sdo usadas devido
as suas propriedades de formacéo de gel, formacéo e estabilizacdo de espuma, textura, agente
emulsificante e agente ligante de agua. A substituicdo de carboidratos por gelatina permite a
producdo de gomas sem uso de acgucares, ideais para 0 consumo de diabéticos. No setor de
bebidas, a principal aplicacdo da gelatina estd na clarificacdo de vinhos, sucos e leites e
derivados que se beneficia devido a sua estrutura molecular, que se associa perfeitamente a
caseina, promovendo a estabiliza¢do do sistema lacteo (KARIM; BHAT, 2008).

Na producdo de produtos carneos, a gelatina aperfeicoa alguns parametros de
qualidade, como reducédo de residuos de gelificacdo e de gorduras em enlatados, melhora na
espalhabilidade e maciez em patés, melhora na homogeneidade da emulsdo em produtos do

tipo corned beef; rapida reducdo dos valores de atividade de agua (aw) e melhora a
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estabilizagdo de emulsGes, dispersdes e suspensdes. O tipo de gelatina a ser empregado
depende da textura final desejada, recomendando-se gelatinas de alto poder de gelificagéo
(KARIM; BHAT, 2008).

Na industria farmacéutica, a gelatina é utilizada na fabricacdo de varios produtos, tais
como capsulas, pomadas, cosméticos, pastilhas e emulsdes (GOMEZ-GUILLEN et al. 2009).
Além disso, a gelatina de peixe pode ser usada para produzir varios alimentos
microencapsulados e produtos secos, tais como vitaminas e outros aditivos farmacéuticos
(ZHOU et al. 2007). E usada na combinacdo Unica de agente gelificante e atividade
superficial para suspender particulas de cloreto de prata ou corantes sensiveis a luz na
industria fotogréafica (BENJAKUL et al. 2012) e mais, a gelatina tem sido aplicada devido a
sua excelente capacidade de producdo de filmes (HOQUE et al. 2010). De acordo com
Benjakul et al. (2012), as gelatinas de peixe que ndo formam gel a temperatura ambiente
podem ser usadas em outras aplicacbes que ndo requerem alta forca do gel, como para
prevenir a sinérese e para mudar a textura alimentar, principalmente em produtos congelados
ou refrigerados (GONCALVES et al. 2011).

O mercado global de colageno e os seus derivados tem a tendéncia de alcancar a faixa
dos 7,5 bilhGes de dblares até 2027, devido ao aumento na demanda por essas moléculas em
procedimentos médicos e/ou cosméticos. Destaca-se ainda a vantagem do colageno de origem
aquatica sobre outras fontes, como a bovina e suina, por conta de sua alta taxa de absorcéao
pelo organismo e biodisponibilidade (GRAND VIEWSEARCH, 2020).

Diante de todos os dados apresentados, é evidente que existem varias pesquisas e
aplicacdes sobre a adicdo de colagenos e derivados em variadas atividades industriais e em
muitos produtos alimenticios, e assim, observa-se a importancia da utilizacdo de subprodutos
da industria de carnes e pescado para evitar a poluicdo do ambiente e desenvolver

ingredientes com valor funcional e tecnoldgico para serem aplicados em muitas areas.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Manuscrito 1

Jundia fish skin (Rhamdia quelen): an unexplored by-product with great potential to be

used as a novel source of collagen.

ANEXO - Artigo publicado no Journal of Aquatic Food Product Technology

(Formatado conforme as normas da revista).
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Jundié fish skin (Rhamdia quelen): an unexplored by-product with great

potential to be used as a novel source of collagen

ABSTRACT

For the first time, the skin of jundia fish (Rhamdia quelen) (JS) was used to isolate acid-
soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC). The ASC and PSC showed levels
of 89.7 and 90.1% of protein, respectively. Fourier - transform infrared spectroscopy (FTIR)
indicated that the samples had groups in the amide region (A, B, I, 1l and Ill) and that the
helical conformation was not affected by the extraction methods. Furthermore, SDS-PAGE
showed that the extracted collagens were Type | and that they presented high denaturation
temperatures (57.7 and 59.9 °C for ASC and PSC, respectively). Both the ASC and PSC
exhibited positive results in terms of technological properties. Thus, JS represents a novel
source of collagen that can be used on an industrial scale.

Keywords: fish collagen; acid-soluble collagen; pepsin-soluble collagen; FTIR.
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1 Introduction

The most abundant protein in animal tissues and bones is collagen, which comprises
approximately 30% of the protein fraction (Baderi and Sarbon 2019; Liu et al. 2007).
Collagen is formed by the amino acids glycine, proline, hydroxyproline and alanine (Baderi
and Sarbon 2019; Muyonga et al. 2004) and Type | collagen is the most commonly present in
animals (Damodaran, Parkin and Fennema 2010). This material has traditionally been isolated
from animal waste, mainly from cattle and pigs (Vijayan et al. 2018). However, the collagen
and its derivatives that is extracted from mammalian sources is associated with the risk of
communicable diseases, such as spongiform encephalopathy, swine flu and foot-and-mouth
disease, as well as potential allergic reactions, and food restrictions for Hindus, Jews and
Muslims for religious reasons (Li Z et al. 2013; Veeruraj A et al. 2013).

Obviously, these issues have caused limitations on the use of collagenous protein from
these sources, and thus, the need arose to investigate safe alternatives. Increases in the search
for processed fishery products, and the rapid development of fish processing industries, have
resulted in large quantities of by-products which are discarded, potentially causing pollution,
or which are used in the manufacture of foods with low commercial value or as fertilizers
(Hukmi and Sarbon 2018; Veeruraj et al. 2015).

Using these by-products as alternative sources of collagen could increase the economic
return of the fish industry and also avoid negative environmental consequences (Zhang et al.
2007). In order to resolve or alleviate the problems previously mentioned, several studies of
collagen derived from fish have been published in recent years (Dave et al. 2019; Hukmi and
Sarbon 2018; Nagai et al. 2015; Tylingo et al. 2017; Veeruraj et al. 2013; Xu et al. 2017). The
latter have presented interesting results, demonstrating the use of raw materials to extract
various types of collagenous protein, with various applications in diverse areas such as the

food, cosmetics, biomedicine and pharmaceutical industries (Nagai et al. 2015).
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The jundia fish (Rhamdia quelen) is a catfish that is found widely in almost all of South
and Central America. It is prized because of its high growth potential. In addition, it has a
high capacity to adapt to different cultivation systems and adverse climatic conditions.
Another advantage is that this species feeds on both plant and animal sources and has a high
feed efficiency (Diemer et al. 2011; Rodrigues et al. 2012), as well as the fact that the flesh
does not contain intramuscular spines (Fracalossi et al. 2004).

In view of the aforementioned positive points, this species has the potential for
increased production and consumption, as well as increased financial income from fishing,
because the fish skin, which is a by-product, can provide high added value due to the fact that
it is an excellent source of collagen. Rather surprisingly, this by-product has never been used
to extract collagen before. Consequently, the aim of this study was to isolate and characterize
acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) from the skin of jundia fish
(Rhamdia quelen) for reuse as a by-product, and to evaluate its potential for industrial
application.

2 Materials and Methods
2.1 Materials

Jundid fish (Rhamdia quelen) were acquired from a local producer in the city of Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. The fish were transported in a plastic thermal box,
eviscerated and then frozen. They were subsequently stored and refrigerated (4 °C) for two
hours to soften the skin and facilitate its removal with the aid of a knife and pliers. The jundia
skins (JS) (Figure 1a) were placed in polyethylene packaging and stored at —22 °C in a freezer

(Metalfrio, VF50F) until use.
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2.2 Isolation of collagen
2.2.1 Pre-treatment

The fresh skin was cut into 1 cm pieces, washed in distilled water, and mixed with 0.1
M NaOH with a sample/alkaline solution ratio of 1:20 (w/v) for 6 hours to remove non-
collagenous proteins; the solution was changed every 2 hours. The skin was then washed with
distilled water until neutral pH (7) and subsequently degreased with 10% butyl alcohol with a
solid/solvent ratio of 1:20 (w/v) for 24 hours. The skin was then washed with distilled water
in a ratio of 1:40 (w/v) to remove odor from the solution. For de-pigmentation, the skin was
soaked in 3% hydrogen peroxide for 24 hours at a sample/solvent ratio of 1:5 (w/v). The pre-
treated skin was then placed in polyethylene packaging and stored at —22 °C in a freezer
(Metalfrio, VF50F) for the subsequent extraction of collagen.

2.2.2 Extraction of acid-soluble collagen (ASC)

After the pre-treatment, the skin (50 g) was strongly agitated in 0.7 M acetic acid for 24
hours in a 1:20 (w/v) proportion. After the extraction was completed, the resulting residue
was collected with gauze for further enzymatic extraction, and the collagen was precipitated
in the liquid by adding 0.8 M NaCl. The resulting sediment was collected by centrifugation at
20,000 rpm for 20 minutes in a refrigerated centrifuge (Eppendorf centrifuge 5804/5804 R) at
4 °C and then placed on a cellulose membrane (typical molecular weight cut-off 14,000 KDa,
Sigma, St. Louis, USA). For purification, the precipitated collagen was dialyzed with 0.1 M
acetic acid and distilled water for 24 hours each; the amount of liquid used ensured that the
membranes were fully immersed in the solutions, which were changed every 12 hours. The
contents were then placed in a freezer (Metalfrio, VF50F) at —22 °C in plastic pots. In order to
obtain dry samples (Figure 1b) a freeze-dryer was used (Terroni, LS 3000, Séo Carlos,

Brazil).
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2.2.3 Extraction of pepsin-soluble collagen (PSC)

The PSC was obtained using the method described above (Figure 1c). The only
difference was that the residue from the skin from the ASC extraction was used. The latter
was continuously agitated in 0.7 M acetic acid at a sample/solvent ratio of 1:20 (w/v) for 24
hours and the addition of 1.5% pepsin (Sigma, St. Louis, USA) on the initial fresh skin
weight. All the pre-treatment and extraction procedures were performed under agitation in an
incubator shaker (SolabSL-223, Piracicaba, Brazil) at 150 rpm and a temperature of 4 °C
following the procedure described by Kiew and Mashitah (2013) but with a reduction of the
volume of the 0.7 M acetic acid solution.

2.3 Characterization
2.3.1 Chemical composition

The following chemical characteristics were analyzed according to methodologies
recommended by the AOAC (2016): moisture was assessed by drying in an oven at 105 °C
until constant weight; ash was evaluated by incinerating the sample in a muffle furnace at 550
°C; crude protein was determined by the Micro-Kjeldahl method; and lipids were assessed by
the Soxhlet method.

2.3.2 Hydroxyproline and collagen content

Kollar's methodology (1990) was followed for the quantification of hydroxyproline. The
samples were hydrolyzed in 3.5 M sulfuric acid in an air circulation oven for 16 hours at 103
°C. Mixture were then filtered, diluted and oxidized with chloramine-T. After the addition of
4-dimethyl-aminobenzaldehyde a red-purple color developed, which was measured
photometrically at 558 nm in a spectrophotometer (Servylab, UV - M51, B, S&o Leopoldo,
RS, Brazil). A factor of 8.0 was used to convert the hydroxyproline value to collagen (%).
The efficiency of collagen extraction was assessed according to the equation below:

.. ] percentage of collagen
Efficiency of collagen extraction (%) = — x 100
percentage of protein
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2.3.3 Yield
The yield of ASC and PSC were calculated based on the dry weights of the starting
material (Vidal et al. 2020):

Vield (%) = wei.gi.ltnof lyc.)philized collagen (g) 100
initial weight (dry) of JS(g)

2.3.4 Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)

The structural properties were analyzed by FTIR using Shimadzu IRPrestige-21
equipment (Shimadzu Corporation, Japan); the attenuated total reflectance (ATR) was in the
range of 400 to 4,000 cm™ 16 scans were performed per spectrum and the resolution was 2
cm™ (Schmidt et al. 2020).

2.3.5 Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC-Q200 equipment (TA-Instruments, USA) was used to obtain the DSC curves. The
equipment was previously calibrated with 99.99% high purity indium, mp = 156.6 °C, AH =
28.56 J g™*. The following parameters were used to record the temperatures and enthalpy of
the collagen denaturation process: air flow of 50 mL minute-; heating rate of 10 °C minute-;
and heating range from -20 to 100 °C. For the sample preparation, 3 mg of collagen was
weighed and then mixed with deionized water in a 6:1 ratio (water/collagen). This remained at
rest for 120 minutes under refrigeration (4 °C) in order to balance the moisture content and
hydrate. The analysis was carried out in sealed aluminum crucibles (Schmidt et al. 2020).
2.3.6 Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

A modified version of Laemmli’s method (1970) was used to perform the
polyacrylamide gel electrophoresis analysis. For the sample run, resolution gel (10%) and
stacking gel (4%) were used, together with 10 pL of the molar mass standard (Precision Plus
Protein Dual Xtras Standards, Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, VA, USA) and 2 pL of
sample. This was subjected to 200 volts for + 1 hour in a vertical electrophoresis tank (Mini-

Protean Tetra Cell, Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, VA, USA). At the end of this
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process the gel was stained with 0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad Laboratories
Inc., Richmond, VA, USA) for approximately 20 hours. In order to view the bands, the gel
was subsequently bleached with a solution containing 10% ethanol, 7% acetic acid, and
deionized water.
2.4 Evaluation of the technological properties of the collagen
2.4.1 In vitro digestibility

To determine the in vitro digestibility, the methodology described by Sperotto (2014)
was followed. The samples (500 mg) were added to 15 mL of a solution prepared with 15 mg
of pepsin (powdered extract of porcine gastric mucosa, > 400 units/mg protein, Sigma, St.
Louis, USA) per mL of 0.1 N HCI and 0.5 mL of colorless Merthiolate solution (Brainfarma
Industria Quimica e Farmacéutica S/A, Andapolis, Brazil). This mixture was placed in a water
bath at 37 °C for 3 hours with periodic stirring. The samples were then cooled and the solution
was adjusted to pH 8.0 with 0.2 N NaOH using a digital potentiometer (mPA210, MS
Tecnopon). A quantity of 10 mL of pancreatin solution (Sigma, St. Louis, USA) (containing
500 mg/mL in phosphate buffer pH 8.0) was added to the hydrolyzed product, which was
returned to a water bath at 37 °C for 24 hours with periodic stirring. After hydrolysis, 5 mL of
a 5% trichloroacetic acid solution was added and the mixture was then centrifuged (Eppendorf
centrifuge, 5804/5804 R) for 15 minutes at 4,000 rpm to separate the insoluble material; the
supernatant was collected to determine the digested nitrogen using the Kjeldhal method. The
in vitro digestibility was expressed as a percentage of the digested protein in relation to the
total protein in the initial sample.
2.4.2 Solubility

Solubility was determined according to Montero et al. (1991). The samples were
dissolved in 0.5 M acetic acid to obtain a final concentration of 3 mg/mL and then stirred at 4

°C until completely solubilized in an incubator shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brazil) at 80
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rpm. A quantity of 8 mL of the solution was transferred to a 50 mL centrifuge tube and the pH
was adjusted from 1.0 to 10.0 with 6 M HCI or 6 M NaOH. The final volume was made up to
10 mL with distilled water that had previously been adjusted to the same pH as the solution of
the samples. The solutions were slowly stirred at 4 °C for 20 minutes in an incubator shaker
(Solab SL-223, Piracicaba, Brazil) at 80 rpm and then centrifuged (Eppendorf centrifuge
5804/5804 R) at 10,000 rpm at 4 °C for 30 minutes. The protein content in the supernatant
was determined by the method of Lowry et al. (1951) using bovine serum albumin (Sigma, St.
Louis, USA) as standard. The relative solubility of the samples was calculated by comparison
with the relative solubility obtained at the pH with the greatest solubility, making this 100%.
2.4.3 Emulsifying properties

The indices of emulsifying activity (EAI) and emulsion stability (ESI) were determined
according to Pearce and Kinsella (1978). A quantity of 2 mL of soy oil and 1% of the protein
sample solution in 6 mL of water were used; this was homogenized in a Turrax ultra-
homogenizer (Tecnal TE-102 Piracicaba, Brazil) at a speed of 20,000 rpm for 1 minute. Then,
100 pL of the emulsion was pipetted at 0 and 10 minutes after preparation, and diluted 100
times with 0.1% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulfate). The mixture was homogenized for 10
seconds using a vortex mixer. The samples were tested immediately after preparation at a
temperature of 25 °C. They were then subjected to refrigeration (4 °C) for 24 hours for the
absorbance measurements, which were determined at 500 nm with a spectrophotometer

(Servylab, UV - M51, B, Séo Leopoldo, RS, Brazil).

2 (2 x 2.303 x Ap)
EAI | ™ /g ] = :
. sampie concentration
(0.25 x l tration)
Ay X 10 min
ESI (min) = ~————

Ao — Axg
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Where, A, is the absorbance determined immediately after the formation of the
emulsion (0 minute) and Ay is the absorbance determined 10 minutes after the formation of
the emulsion.

2.4.4 Foam properties

The method of Shahidi et al. (1995) was followed to determine the foaming capacity
(FC) and foam stability (FS). The sample solutions (20 mL), in concentrations of 0.25, 0.5
and 1.0%, were mixed in a Falcon tube (50 mL) using a Turrax ultra homogenizer (Tecnal
TE-102 Piracicaba, Brazil) at a speed of 10,000 rpm to incorporate air for 2 minutes at room
temperature (25 °C).

The FC was calculated using the % increase in volume based on the initial volume and

the volume after foaming, as shown in the equation below:

)

———= X100
(Vo)

FC (%) =

Where, Vj is the volume before agitation (mL) and V is the volume after agitation (mL).
The volume was measured by resting the samples at room temperature and reading after
intervals of 1, 5, 10, 30 and 60 minutes. The stability was calculated using the following
equation:

Fs (0r) = VO
(%) = (o X 100

Where, V; is the final foam volume after each time interval (mL), and Vy is the initial
volume of the formed foam (mL).
2.5 Statistical analysis
The whole experiment was repeated three times (n = 3) and the analyses were
performed in triplicate. The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the
means were compared with each other using Tukey’s test with a significance level of 95% (P

>0.05). The calculations of the effects were evaluated using Statistica® 8.0 software
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(STATSOFT, INC). In addition, the first and second derivatives of the FTIR spectra were
tested using the EXPAND procedure in order to linearize them. The adjustment of the ASC
and PSC solubility data as a function of pH by sigmoidal empirical function (logistics) was
tested; however, the statistical model did not converge. Thus, the simple linear regression was
adjusted using the SAS® REG procedure; the r* values were expressed in relation to the source
treatments (regression + lack of adjustment). The statistical analyses were performed using
application 9.4 of SAS® System for Windows" software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
at a 5% significance level.
3 Results and Discussion
3.1 Characterization

The composition of the raw material, and the processes used in pre-treatment and
extraction, are factors that are related to obtaining high quality collagen. Thus, it is necessary
to evaluate the constituents of the source that is researched because they can influence the
amount of solvents required, the processing time, the yield and, consequently, production
costs. The chemical composition, hydroxyproline, collagen and yield of jundia skin (JS), JS
with pre-treatment (PTJ), acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) are
shown in Table 1. The JS presented a protein (26.8%) content that was higher than that found
in the skin of channel catfish (Ictalurus punctatus) (19.9%) (Li M et al. 2007), the swimming
bladder of yellowfin tuna (Thunnus albacares) (12.0%) (Kaewdang et al. 2014), whale shark
cartilage (8.0%) (Jeevithan et al. 2015), and the aerial bladder of striped catfish (Pangasius
hypophthalmia) (20.5%) (Vijayan et al. 2018). In addition, the ash (0.8%) content in the JS
was lower than that of puffer fish skin (Diodon holocanthus) (15.9%) (Kittiphattanabawon et
al. 2005), brown toad fish skin (Lagocephalus gloveri) (8.4%) (Senaratne et al. 2006), and
brown-striped bamboo shark skin (Chiloscyllium punctatum) (12.1%) (Kittiphattanabawon et

al. 2010). Thus, JS is a viable source for the extraction of collagenous protein because there
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was no need for demineralization in the pre-treatment process due to the lower amount of
mineral waste. The lipid (1.5%) levels in the JS were lower than those found in silver catfish
skin (Pangasius sp.) (4.4.%) (Hukmi and Sarbon 2018); and Atlantic salmon skin (44.8%)
(Dave et al. 2019). This fact is a positive factor in relation to JS because it reduces the volume
of chemical reagents used for the extraction of collagen.

A reduction in protein content was observed in the PTJ; this was attributed to the use of
0.1 M NaOH during the removal of the non-collagenous protein, and swelling due to moisture
absorption. In addition, the ash concentrations were reduced by almost 70% (0.8 to 0.3%) and
the degreasing rate by approximately 57% (1.5 to 0.9%). Thus, the processes performed in the
pre-treatment were considered to be efficient in reducing these compounds, which
corroborated with the purification of the collagenous protein.

The constituents of ASC and PSC showed no statistical difference (P > 0.05) (Table 1).
The collagens in the present study showed a higher proportion of protein (89.7 and 90.1%, for
ASC and PSC, respectively), than the ASC extracted from the skin of channel catfish
(Ictalurus punctatus) (82.1%) (Li M et al. 2007), and from sin croaker waste (Johniecop sina)
extracted for five days (32.3%) (Normah and Maidzatul Afigah 2018). In addition, the ASC
and PSC had low ash (0.1%) and fat (0.5%) contents for the two collagenous samples (Table
1). The ASC and PSC of the skin of silver catfish (Pangasius sp.) showed 59.1 and 29.7% of
ash, respectively (Hukmi and Sarbon, 2018). These results are in line with what was found in
ASC derived from the skin of African catfish (Clarias gariepinus) (1.0%); salmon (Salmo
salar) (0.9%) and Baltic cod (Gadus morhua) (1.0%) of lipids (Tylingo et al. 2016).

The hydroxyproline content of the JS (1.5%) was similar to that found in channel catfish
skin (Ictalurus punctatus) (1.8%) (Li M et al. 2007), African catfish skin (Clarias gariepinus)
(1.6%), and Baltic cod skin (Gadus morhua) (1.4%) (Tylingo et al. 2016). The

hydroxyproline in the collagen samples (9.4 and 9.5% for ASC and PSC, respectively)
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indicated superior results compared to the ASC of channel catfish skin (Ictalurus punctatus)
(7.3%) (Li M et al. 2007), African catfish skin (Clarias gariepinus) (8.2%), Baltic cod skin
(Gadus morhua) (6.5% (Tylingo et al. 2016), and the aerial bladder of striped catfish
(Pangasius hypophthalmia) (8.0%) (Vijayan et al. 2018). Hydroxyproline is responsible for
the secondary structure of collagen and the stability of the triple helix. Therefore, lower
levels, or a lack of, hydroxyproline can cause collagen to lose its helical structure impairing
its properties, especially gelling (Prestes et al. 2013). The JS had a content of 12.3% of
collagen, while the samples ASC and PSC presented levels of collagen of 75.2 and 76.3%,
respectively (Table 1). The procedures adopted in the pre-treatment for the purification of the
samples contributed significantly in the efficiency of extraction because the collagen/protein
ratios were 46%, 84% and 85%, respectively.

The yield of ASC and PSC are shown in Table 1. The results suggested that the collagen
in the skin was not completely extracted with 0.7 M acetic acid, as shown by the lower ASC
yield (15.1%), and by the fact that the PSC yield (71.3%) was almost five times greater with
the aid of the enzyme. This confirms that the collagen was not completely solubilized in acid.
Furthermore, other studies found respective, dry weight basis yield values for ASC and PSC
that were lower than the present study; as in black carp skin (Mylopharyngodon piceus) (15.5
and 26.5%) (Jia et al. 2012); yellowfin tuna swimming bladder (Thunnus albacares) (1.0 and
12.1%) (Kaewdang et al. 2014); skipjack tuna spines and skulls (Katsuwonus pelamis) (2.5
and 3.6% (ASC) and 5.6 and 6.7% (PSC) (Yu et al. 2014); and sea bass scales (Lates
calcarifer) (0.4 and 1.0%) (Chuaychan et al. 2015). The different yield results for ASC and
PSC in the aforementioned studies were associated with cross-links between chains in the
telopeptide region, because collagen molecules have two terminal ends that are non-helical
parts, which play an important role in the cross-linked structure. So, when the molecules are

highly cross-linked, the collagen is less soluble under acidic conditions (Zhang et al. 2007).
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With the help of the digestion of pepsin, the cross-linked molecules in this region are cleaved,
resulting in increased extraction yield (Nagai et al. 2015). In addition to these factors, Zeng et
al. (2009) attributed this difference in yield to the fact that different species of fish were
studied, with variable compositions and modifications in the extraction methods used.

3.2 Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)

The FTIR spectra for the ASC and PSC (Figure 2 and Table 2) were similar to studies
by Singh et al. (2011) and Kiew and Mashita (2013), who found structures mainly in the
amide region in collagen extracted from catfish. The amide A of the ASC and PSC was found
at the wave number of 3,410 cm™, This result was associated with the elongation of the free
NH vibration, which occurs in the range of 3,400 — 3,440 cm™. When the NH group of a
peptide is involved in a hydrogen bond the position is shifted to a lower frequency (Doyle et
al. 1975). Therefore, the shift towards lower wave numbers of amide A indicates the
formation of hydrogen bonds between water and the carbonyl group of the peptide chain
(Yakimets et al. 2007). Amide B was observed at 3,080 and 3,070 cm™ for the ASC and PSC
respectively, which was related to asymmetric CH, elongation; its displacement to a higher
wave number is associated with an increase in the free NH3 group from lysine residues in the
N-terminal (Doyle et al. 1975). In addition, the wave numbers were found in the range of
amide I, Il and 111, which are directly linked with the configuration of collagen (Heu et al.
2010). Amide | has strong absorbance, characteristically in the range of 1,600 — 1,700 cm™,
and is mainly related to C = O stretching vibration along the polypeptide skeleton (Muyonga
et al. 2004). Furthermore, it is mainly used in the analysis of secondary protein structure
(Jeevithan et al. 2014). In the present study, the ASC and PSC were located at 1,636 and
1,635 cm™, respectively. Amide Il was located at 1,542 cm™ for ASC, and 1,540 cm™ for
PSC. Amide 11l was found at 1,237 and 1,236 cm™, respectively. The amide bands Il and 11l

represent NH flexion vibrations coupled with CN stretch vibration (Jackson et al. 1995) and
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amide 111 confirms the triple helical structure of collagen (Liu et al. 2007). Furthermore, the
intensity ratio between amide 111 and the band at 1,454 cm™ determines that the proportion
close to 1.0 reveals the triple-helical structure of collagen (Plepis et al. 1996).

3.3 Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC analysis allows samples to be evaluated with increased heating, leading to
irreversible transformations, such as the breakdown of hydrogen bonds between the
polypeptide chains, and, subsequently, the transformation of the triple helix structure into a
spiral formation, causing denaturation of the samples and, consequently, qualitative changes
in properties (Voet and Voet 2013). The DSC thermograms for the ASC and PSC are shown
in Figure 3. The energy consumed by this degradation was 78.3 J/g for ASC and 74.6 J/g for
PSC and the samples showed similar temperature of the denaturation of the collagen (57.7 °C
and 59.9 °C for ASC and PSC, respectively). This result demonstrated that the different
extraction methods did not interfere with the thermal characteristics of the extracted material.
Previous studies of the thermal stability of ASC and PSC provided the following results: eel
skin (Evenchelys macrura) was 39.0 °C and 35.0 °C respectively (Veeruraj et al. 2013); type
Il pepsin-soluble collagen from shark cartilage was 34.0 °C (Jeevithan et al. 2015); acid-
soluble collagen from African catfish skin (Clarias gariepinus) was 29.3 °C, salmon (Salmo
salar) was 20.6 °C and Baltic cod (Gadus morhua) 15.2 °C (Tylingo et al. 2016); and acid-
soluble collagen from the air bladder of striped catfish (Pangasius hypophthalmus) was 33.3
°C (Vijayan et al. 2018). Thus, the ASC and PSC extracted from the JS in the present study
showed higher denaturation temperatures compared to other fish collagens, thereby providing
a greater variety of industrial applications. In addition to factors such as the species, habitat,
season and region of capture (Muyonga et al. 2004), the thermal stability of collagen is

attributed to the presence of the pyrrolidine rings of proline and hydroxyproline, and also
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partially to hydrogen bonding through the hydroxyl group of hydroxyproline (Benjakul et al.
2010).
3.4 Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

The ASC and PSC were submitted to SDS-PAGE analysis using 10% running gel
(Figure 4). Both samples showed two visible bands close to 100 kDa that showed two o
chains (az and ay). High molecular weight components, including p chains (150 kDa) and vy
chains (250 kDa), were also observed. These effects indicate that the ASC and PSC belonged
to Type | (Pearson and Young 1989), which is mainly found in skin, bones, tendons, blood
vessels and corneas (Damodaran et al., 2010). In contrast to these results, bands of low
molecular weight (below 100 kDa) were not visible in this study, indicating that the extracted
collagen may have been of greater purity. Research on collagen extracted from fish has
demonstrated results with the same characteristics, such as striped catfish skin (Pangasian
odonhypophthalmus) (Singh et al. 2011), Malaysian catfish skin (Hybrid Clarias sp.) (Kiew
and Mashitah 2013), African catfish skin (Clarias gariepinus) (Tylingo et al. 2016) and aerial
bladder of striped catfish (Pangasius hipoftalmia) (Vijayan et al. 2018).

3.5 Evaluation of the technological properties of the collagen

It is necessary to carry out analyses to determine the technological properties of
collagen so that the correct type can be used for industrial purposes such as emulsifying
agents, gelling agents, fat substitutes, surfactants and foaming agents. The ASC and PSC
exhibited 55.1+0.4 and 45.6+0.2% of in vitro digestibility, respectively (P < 0.05) (data not
shown). A higher level of digestibility was found by Dominguez-Hernandez et al. (2018) in
heated fish flesh (94.9%). However, it is likely that this difference in results was due to the
action of different chemical or physical agents, temperature, pressure, pH and other factors.
Thus, depending on the chemical agent used, and the intensity of the process, tested samples

may display alterations from the original native structure, thereby resulting in a gain or loss of
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the tested property (Sgarbieri 1996). Furthermore, the lower levels of digestibility in the
present study may have been due to the use of the enzyme pepsin, which was used to extract
the PSC.

The relative solubility as a function of pH of the ASC and PSC are shown in Figure 5.
The data were adjusted by linear regression, and the solubility percentages were initially
demonstrated at pH 1 (91.6 and 88.3%) and final solubility at pH 10 (12.4 and 12.7%) for the
ASC and PSC, respectively. Both the ASC and PSC showed maximum solubility at pH 2 and
affinity in an acid environment (pH 1 to 3). The lowest solubility was at basic pH (pH 10).
Thus, it can be seen that the collagen extracts showed identical solubility. Hukmi and Sarbon
(2018) studied collagen extracted from the skin of silver catfish (Pangasius sp.) and found the
highest solubility at pH 1 and 4, and the lowest solubilization point at pH 6 and 9 for ASC and
PSC, respectively. Thus, they observed that the highest solubility was in an acid environment
and the lowest solubility of collagen was found in slightly alkaline pH. Montero et al. (1991)
noted that different results regarding protein solubilities as a function of pH are related to the
isoelectric point (pl). In this case, the net charge is zero and repulsion forces are minimized,
implying the aggregation of protein molecules and reduced solubility. However, proteins tend
to carry a positive charge at low pH and a negative charge at high pH. Consequently, when
proteins contain molecules with the same charge they repel each other and increase the
solubility.

The emulsifying properties of the ASC and PSC were evaluated in relation to the
indices of emulsifying activity (EAI) and emulsion stability (ESI) (Table 3). The temperatures
of 4 and 25 °C were used to evaluate the emulsifying behavior of the samples in products
stored in refrigeration or at room temperature. It was observed that the best results for EAI
were found when the samples were submitted to a temperature of 4 °C for 24 hours. However,

Jellouli et al. (2011) reported a lower EAI value (21.4 m?/g) for gelatin extracted from grey
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triggerfish skin (Balistes capriscus) and cuttlefish skin (Sepia pharaonis) (24.3 m?/g)
(Aewsiri et al. 2009). In the present study, both the ASC and PSC showed the highest level of
ESI when subjected to a temperature of 4 °C for 24 hours. However, gelatin derived from
squid skin (Loligo formosana) (1%) extracted at different temperatures (50 to 80 °C) showed
low ESI values (14.5 to 12.7 minutes) (Nagarajan et al. 2012) and in cuttlefish skin (Sepia
pharaonis), 15.1 minutes (Aewsiri et al. 2009). The diversity of results regarding emulsifying
properties is related to the solubility of proteins; the greater the protein solubilization the
quicker molecules are able to migrate to the fat droplets, thereby stabilizing the emulsion
(Zayas 1997).

The foaming capacity (FC) and foam stability (FS) are shown in Table 4. The FC for the
ASC and PSC increased with the concentration of collagen (0.25 to 1.0%). Zeng et al. (2013)
observed that this phenomenon occurs because a large concentration of proteins migrates to
the surface of the air bubbles, resulting in quicker formation and stabilization. The ASC and
PSC showed lower FC at a concentration of 0.25%, which may have been related to the lack
of exposure of hydrophobic regions sufficient for the occurrence of protein breakdown,
thereby reducing foam production (Wierenga and Gruppen 2010). In addition, the ASC and
PSC showed an increase in FS over the period observed, and a difference in the concentration
of only 0.25%. Furthermore, there was an increase in FS at each monitoring time as the ASC
and PSC concentration rates increased. According to Zayas (1997), foams with higher
concentrations of protein tend to be denser and maintain stability because of the increased
thickness of the interfacial film. Furthermore, factors such as the raw material, intrinsic
properties, and the composition and conformation of the proteins are all characteristics that

influence foaming properties.
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4 Conclusions

It was possible to extract high-quality acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble
collagen (PSC) from the skin of jundia (Rhamdia quelen) (JS). The PSC (71.3%) showed a
higher yield than the ASC (15.1%), which was attributed to the use of the enzyme. The ASC
and PSC mainly showed a high protein and collagen content. The ASC and PSC provided
similar results in relation to the FTIR spectra. The helical polypeptide chain was unaffected
by the extraction methods. The ASC and PSC showed greater thermal stability than other
types of fish-derived collagen, and the SDS-PAGE analysis determined that the collagen was
mainly Type |. Both the ASC and PSC showed solubility in acid pH and positive results
regarding technological properties. Consequently, this fish by-product has great potential for
the extraction of collagen and could be attractive in several industrial areas where it could be
used as an alternative to mammalian collagen.
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Figure 1. (a) Jundid (Rhamdia quelen) skin in fresh state; (b) lyophilized acid-soluble
collagen (ASC); and (c) lyophilized pepsin-soluble collagen (PSC).
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Figure 2. FTIR spectra of acid-soluble collagen (a) and pepsin-soluble collagen (b) extracted
from jundia skin.



72

8

Heat Flow Enda Down (M) ===+
g 8

2

60
Temperature (“C)

ASC —— PSC ----

Figure 3. Analysis of differential scanning calorimetry (DSC) of acid-soluble collagen (a) and
pepsin-soluble collagen (b) extracted from jundia skin.
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Figure 4. Results of electrophoresis analysis (SDS-PAGE) of acid-soluble collagen (ASC)
and pepsin-soluble collagen (PSC) extracted from jundia skin using a Precision Plus Protein
Dual Xtra Standards molar mass standard (Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, VA, USA)
(STD) and rat tail (R).
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Table 1. Chemical composition, hydroxyproline, collagen and yield of jundia skin (JS)
with pre-treatment (PTJ), acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC).

% JS PTJ ASC PSC

Moisture 71.4*+0.0 78.2°+1.7 9.6"+0.4 9.2°+0.2
Protein 26.8°+0.2 20.8°+ 0.6 80.74+1.1 90.1"+ 1.0
Ash 0.8°+0.1 0.3%+0.7 0.1*+0.0 0.1+ 0.0
Lipids 1.5°+£0.0 0.9°+0.0 0.5%+0.0 05%+0.4
Hydroxyproline 1.5+0.1 - 9.4+ 0.2 9.5%+0.2
Collagen 12.3+1.0 - 752"+ 1.6 7634 +1.2
Yield - - “15.18+0.3 7134+ 04

Values expressed as mean + standard deviation, n = 3; values expressed on a wet basis. *Values expressed
on a dry basis. * Different superscript letters on the same line indicate significant differences (P < 0.05).
Factor 5.5 was used to calculate the ASC and PSC protein levels.
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Table 2. General peak assignment of the FTIR spectra of acid-soluble collagen (ASC) and
pepsin-soluble collagen (PSC).

Region ASC (cm™) PSC (cm™) Assignment Reference
Amide A 3,410 3,410 Elongation of the Doyle et al. 1995;
free NH
Amide B 3,080 3,070 Elongation Doyle et al. 1995;
Asymmetric CH,
Amide | 1,636 1,635 Stretching vibration  Muyonga et al. 2004;
C=0
Amide 11 1,542 1,540 NH bend coupled Jackson et al. 1995;
with CN stretch
- 1,406 1,407 COO’" symmetrical Jackson et al. 1995;
stretch
- 1,019 1,019 C-O Jackson et al. 1995;
stretch
- 793/635/513 796/638/510 Skeletal Abe and Krim 1995;
stretching

Amide 111 1,237 1,236 CN stretch vibration  Jackson et al. 1995;
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Table 3. Emulsifying activity (EAI) and emulsion stability (ESI) of acid-soluble collagen
(ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) extracted from jundia skin.

EAI (m“/g) ESI (min.)
4°C[24 h 25 °C 4°C[24 h 25 °C
ASC 390.9°+1.3 28.8%+1.3 445+ 0.6 36.4 £ 0.5
PSC 38.3°+0.7 26.2°+1.3 45.1+0.6 34.3+0.6

Values expressed as mean + standard deviation, n=3; ® superscript letters in the same column indicate significant
differences (P < 0.05).



78

Table 4. Foaming capacity (FC) and foam stability (FS) at different concentrations (C) of acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble
collagen (PSC) extracted from jundia skin.

FS (%)
C (%) FC (%) 1 min 5 min 10 min 30 min 60 min
ASC 0.2 27.9°4+0.6 94.4%+0.0 91.2°"+0.0 75.0%°+2.0 58.8“9+0.0 44.1%°+0.0
0.5 42.5%+0.0 94.4%+0.0 94.1%+0.0 83.3°"+1.4 63.7°°+1.4 55.8%9+1 4
1.0 70.0°+0.0 100.0%+0.0 94.6°+0.8 92.9%+0.8 89.3°+0.0 58.3+0.0
PSC 0.2 29.2°+0.0 97.2%%+0.0 92.9°"+2.0 61.45°+2.0 50.0%+ 2.0 37.17°+0.0
0.5 44.25+0.0 98.15%+0.0 97.1%%+1.3 85.857+1.3 62.35°+2.7 46.2°%+1.3
1.0 70.0°+0.0 100.0*%+0.0 97.0"°+ 0.8 91.77°+0.0 88.79+0.8 54.8%¢+0.0

Values expressed as mean + standard deviation, n=3. ** Different superscript letters on the same column or line indicate significant differences (P < 0.05).
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4.2 Manuscrito 2

Pele de jundia (Rhamdia quelen) utilizada para a extracéo de gelatina: uma alternativa

ao subproduto descartado

Artigo em fase de revisdo para ser submetido a Food Hydrocolloids

(Formatado conforme as normas da revista)
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Pele de jundia (Rhamdia quelen) utilizada para a extracéo de gelatina: uma alternativa
ao subproduto descartado

Resumo
A producdo de gelatina a partir de subprodutos da indudstria pesqueira valoriza a matéria-
prima descartada e atende uma parte da populacdo que ndo consome produtos originados de
mamiferos. Diante disso, 0 objetivo da pesquisa foi utilizar a pele de jundia (Rhamdia quelen)
(PJ) para a obtencdo de gelatina (GPJ) e caracterizar este produto, ainda nao estudado até o
presente momento. Assim, 0 processo de extracdo mostrou rendimento de 7,3% para a PJ e de
18,2% para a GPJ (em peso Umido). Tanto a PJ quanto a GPJ apresentaram, na sua
composicdo, elevada concentracdo de proteina (26,3 e 88,1%), niveis baixos de residuo
mineral fixo (1,0 e 1,9%), lipideos (1,7 e 1,5%) e teor de hidroxiprolina (1,5 e 7,2%),
respectivamente. A dispersao de GPJ apresentou valor de pH de 4,7 e a andlise de cor indicou
um efeito de neve com aparéncia branca. A espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) mostrou bandas de amida comumente encontradas em gelatina, a
eletroforese em gel (SDS-PAGE) bandas de alto peso molecular, a calorimetria diferencial
exploratorio (DSC) revelou uma temperatura de desnaturacdo de 69,4 °C e a microscopia
eletronica de varredura (MEV) apresentou uma estrutura compacta e ndo porosa. A
propriedade emulsionante foi elevada quando submetidas a temperatura a 80 °C por 30
minutos, enquanto a capacidade de formacdo de espuma mostrou-se expressiva em
concentracdo de 1%. A maior dispersividade foi observada em pH 2,0 e, nesta condigéo, a
viscosidade mostrou-se superior que a de outras fontes de gelatina (25,5 cP). Diante do
exposto, se chama a atencdo para a utilizacdo da PJ como matéria-prima para obtencdo de
gelatina e para as diversas possibilidades de aplicacao.

Palavras-chave: Residual do pescado; Ingrediente proteico; Composicdo quimica;

Eletroforese; Caracterizagédo térmica; Propriedades tecnologicas;
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1 Introducéo

A gelatina € um composto proteico obtido a partir de 0ssos, cartilagens e peles residuais
do processamento da carne animal (Ali, Kishimura & Benjakul, 2018). E uma proteina
solavel obtida por hidrolise parcial de colageno nativo (Johnston-Banks, 1990). Mas, para tal,
€ necessario submeter a pele animal ao tratamento com reagentes quimicos para remocao de
componentes ndo desejaveis e ao aquecimento em temperaturas maiores do que 45 °C, que
promove inchamento da estrutura molecular e desestabilizacdo da tripla hélice caracteristica
do colageno, por clivagem da ligagdo H — X (com X sendo o atomo em que esté ligado a este
hidrogénio que compdem a ligacdo a ser clivada), resultando na gelatina (Gomez-Guillén,
Fernandéz-Diaz, Ulmo, Lizarbe & Montero, 2002).

A gelatina é amplamente aplicada em diversas areas. Particularmente, na industria de
alimentos tem sido utilizada como um clarificador de bebidas, espessante para sobremesas,
texturizador para confeitos, estabilizante em sorvetes, espumas alimentares, melhorador de
propriedades reoldgicas na fabricacdo de produtos lacteos e carneos, dentre outroas aplicacfes
(Hashim et al. 2010; Gomez-Guillén, Giménez, Lopez-Caballero & Montero, 2011). A
gelatina também é usada nas industrias farmacéutica, médica, cosmética, fotografica e no
setor de embalagens, conferido caracteristicas funcionais e participando do desenvolvimento
produtos de alta tecnologia (Karim & Bhat, 2009; Wu, Li, Hou, Zhang & Zhao, 2017). Além
disso, a utilizacdo de fonte pescada é uma alternativa as fontes tradicionais, derivada de
suinos e bovinos, pois ndo estdo associados ao desenvolvimento de encefalopatia
espongiforme, febre aftosa e reacdes alérgicas (Karim & Bhat, 2009). Também a de se
considerar que uma parte da populagdo ndo consome produtos provindos de mamiferos, como
0s judeus e islamistas (Koli et al. 2012).

Além de aspectos tecnoldgicos, sanitarios e socioculturais, pode ser mencionado o

crescente interesse no aproveitamento dos subprodutos da inddstria do peixe (Balti et al.
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2011; Kiplagat, Onyari, Mulla & Wabomba, 2017; Ali et al. 2018; Pradarameswari, Zaelani,
Waluyo & Nurdiani, 2018), que pode proporcionar maiores lucros e reducdo dos problemas
de poluicdo ambiental. Essas sdo algumas das razfes pelas quais a exploracdo de diferentes
espécies pescadas e a otimizacdo da extracdo da gelatina de peixe tém atraido a atencdo do
setor académico (Muyonga, Cole & Duodu, 2004; Karim & Bhat, 2009; Abdelmalek et al.
2016; Tylingo, Mania, Panek, Pigtek & Pawlowicz, 2016; Talapphet, Trakul & Raviyan,
2017; Silva, Lourenco & Pena, 2017).

Diante disso, a pele de jundia (Rhamdia quellen) (PJ) se mostra como uma matéria-
prima alternativa para extracdo de gelatina (GPJ), pois o animal se reproduz facilmente
oferecendo carne sem espinho intramuscular de excelente sabor e apresenta potencial de
criacdo siginificativo, sendo facilmente adaptado a diferentes condicGes de temperatura e a
diversidade alimentar (Gomes, Golombieski, Chippari, Gomes & Baldisserotto, 2000;
Coldebella & Radlinz Neto, 2002). Além disso, a PJ até o presente momento néo foi utilizada
para a extragdo de compostos gelatinosos. Entdo, como sugestdo para agregar valor e
apresentar alternativa a utilizacdo do residuo do processamento da carne de jundia, o artigo
tem como objetivo divulgar resultados da extracdo de gelatina da pele do animal (GPJ), como
a caracterizacdo fisico-quimica, estrutural e térmica deste produto, e também sdo sugeridas
possibilidades de aplicagdo tecnoldgica.

2 Materiais e métodos
2.1 Material

Os peixes jundid (Rhamdia quelen) foram adquiridos de um produtor da cidade de
Pelotas — RS. Os animais eviscerados com pesos de 1,2 a 1,8 kg foram transportados em
veiculo sob congelamento em caixas térmicas e passaram por descongelamento sob
refrigeracdo em temperatura de 7 °C por 2 horas para o leve amolecimento da pele (PJ), que

resulta em maior facilidade para a retirada da pele com auxilio de facas e alicate. Em seguida,
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as PJ foram armazenadas sob congelamento em temperatura de —18 °C em sacos pléasticos de
polietileno em freezer (Metalfrio, VF50F) até a sua utilizag&o.
2.2 Obtencédo da gelatina
2.2.1 Pre-tratamento

A metodologia descrita por Rawdkuen, Thitipramote & Benjakul (2013) foi seguida
para o pré-tratamento e obtencdo da gelatina da pele de jundia (GPJ), com modificacdes nas
proporcoes das solucbes e tempo de extracdo. Todo o procedimento foi realizado sob agitacao
em Incubadora Shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm. As PJ frescas foram
lavadas em agua destilada e embebidas em NaOH 0,2 M na proporc¢édo de 1:10 (p/v) a 4 °C
durante 2 horas sob agitacdo continua suave para a remoc¢ao da pigmentacdo e das proteinas
ndo colagenosas. As PJ pré-tratadas foram lavadas com agua destilada até o pH neutro e
colocadas em solucdo de acido acético 0,1 M na proporcdo de 1:10 (p/v) durante 3 horas a
temperatura de 25 °C, sob agitacdo constante para o inchamento da PJ e, em seguida, lavadas
até pH neutro com agua destilada.
2.2.2 Extracao

As PJ inchadas foram mantidas imersas em &gua destilada a 45 °C durante 9 horas sob
agitacdo continua. Em seguida, a mistura foi filtrada usando duas camadas de panos de tecido
de algoddo. O filtrado resultante foi colocado em frascos plasticos para congelamento em
freezer (Metalfrio, VF50F) a —18 °C por 24 horas e para posterior liofilizacdo em
equipamento Terroni, modelo LS 3000.
2.3 Rendimento

O rendimento percentual da obtencdo da PJ foi determinado pela razdo do peso da pele
umida dividido pelo peso do animal, multiplicado por 100. O rendimento da GPJ foi
calculado pela relacdo do peso da amostra liofilizada e peso na amostra imida ou seca da PJ,

multiplicado por 100 (Rawdkuen et al. 2013).
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2.4 Propriedades fisico-quimicas e teor de hidroxiprolina

O teor de agua foi avaliado por secagem em estufa em temperatura de 105 °C até peso
constante. O residuo mineral fixo foi medido por meio da calcinacdo em temperatura de 550
°C. O percentual de proteina bruta obtido pelo método Micro-Kjeldahl e de lipidios pela
metodologia de Soxhlet (AOAC, 2016).

Para a avaliacdo do teor de hidroxiprolina, foi utilizada a metodologia descrita por
Kollar (1990). Assim, foi realizada a hidrolise das amostras com acido sulfdrico 3,5 M por 16
horas a 103 °C em estufa de circulacdo de ar em frasco de vidro vedado. Em seguida o
produto do processo de hidrdlise foi filtrato diretamente para um baldo volumétrico de 500
mL e avolumado com agua destilada, como preparacdo estoque. Desta preparacdo, uma
aliquota de 5 mL foi conduzida para um baldo volumétrico de 100 mL e da duluicéo final, 2
mL foi colocado em tubo de ensaio com 1 mL de cloramina-T 1,41% em solucdo tampé&o por
2 minutos em temperatura ambiente. Ap6s, 1 mL de 4-dimetilaminobenzaldeido foi
adicionado ao tubo com a diluicdo para proporcionar o desenvolvimento de coloracdo
vermelho-purpura e submetido a aquecimento a 60 °C por 15 minutos em banho-maria. A
preparacdo corada foi avaliada fotometricamente por acompanhamento do comprimento de
onda 558 nm, em espectrofotometro (Servylab, UV — M51, B, S&o Leopoldo, RS, Brasil).

2.5 Determinacéo do pH e da cor

Para a analise do pH foi utilizada uma dispersao de 6,67% (p/v) de gelatina em agua
destilada a 55 — 60 °C com agitacdo mecanica constante por 30 minutos, em ultra-turrax
(Tecnal TE-102 Piracicaba, Brasil), que foi, em seguida, resfriada a temperatura ambiente (25
°C). A medida de pH foi realizada em potenciometro digital (MS Tecnopon, mPA210) (BSI,
1975).

A determinacéo de cor foi realizada de acordo com o sistema da Comisséo Internacional

de lHluminagéo (CIE), usando os pardmetros L*, a* e b* (escala CIELAB), através da leitura
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em colorimetro Konica Minolta Sensing Ins., modelo Chroma Meter CM-700D (Japéo)
calibrado em placa de calibracdo branca. Foram efetuadas dez leituras na superficie de cada
amostra em po. O valor L* determina a posi¢do do ponto sobre o eixo vertical de claridade, o
valor a* o ponto sobre o eixo (-) verde/vermelho (+) e o valor de b* o ponto correspondente
sobre o eixo (-) azul/amarelo (+) (Jridi et al. 2015).

2.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A presenca de grupos funcionais caracteristicos foi determinada pela analise de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — FTIR (Shimadzu
Corporation, Japdo) com acessario de reflectancia total atenuada (ATR) no intervalo de 4,000
a 400 cm™, com 16 varreduras por espectro e resolucdo de 2 cm™ (Zhang et al. 2016).

2.7 Distribuicéo do peso molecular por SDS-PAGE

Para caracterizar a distribuicdo do peso molecular com a eletroforese em gel (SDS-
PAGE) foi seguida a metodologia descrita por Laemmli (1970) com modificacdes.
Inicialmente foram rpeparados os géis de resolucdo 10% e empilhamento 4%, que foram
colocados em placas para polimerizacdo. A medida foi realizada com a utilizacdo de 200 V
por em torno de 1 hora em cuba de eletroforese vertical (Mini-Protean Tetra Cell, Bio-
RadLaboratories Inc., Richmond, VA, USA). Em seguida, o gel foi corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250 (Bio-RadLaboratories Inc., Richmond, VA, USA) a 0,1% por
aproximadamente 20 horas para a visualizacéo das bandas.

2.8 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A curva da DSC foi obtida utilizando um equipamento Perkin Elmer, modelo DSC
6000, que foi calibrado com padrdo de indio de pureza 99,99%, com ponto de fusdo 156,6 °C
e AH; = 28,56 J.g™. Os parametros calorimétricos, temperatura e entalpia de desnaturagio,

foram obtidos a partir de um programa de aquecimento de 25 até 200 °C, com taxa de
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10°C.min*, sob fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™. A anlise foi realizada em cadinhos de
aluminio hermeticamente lacrados, a amostra foi preparada com 2,5 mg de gelatina.
2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As andlises foram realizadas no microscopio eletrénico de varredura marca Jeol,
modelo JSM-6510LV. A amostra foi preparada sobre fita carbono em stub de latdo por
deposicdo de uma fina com camada de ouro segundo procedimento padrdo, em um
equipamento Denton Vacuum, modelo Desk - V. Apds a metalizacdo, as amostras tiveram
suas morfologias analisadas pela aplicacdo de tensdo de 10 kV para a coleta de micrografias
com aproximac@es de 100, 500 e 1000x.

2.10 Propriedades tecnoldgicas
2.10.1 Emulsificantes

A metodologia de Pearce & Kinsella (1978) foi utilizada para determinar o indice de
atividade de emulsdo (EAI) e estabilidade emulsificante (ESI). Assim, uma amostra de 2 mL
de 6leo de soja comtendo 1% de proteina foi homogeneizada por 1 minuto em
homogeneizador ultra-turrax (Tecnal TE-102 Piracicaba, Brasil) em uma velocidade de
20,000 rpm. Em seguida, 100 uL das emulsdes foram coletadas a 0 e 10 minutos e, em
seguida a cada coleta, diluidas 100 vezes com SDS (dodecil sulfato de sodio) 0,1% (p/v) e
agitadas. A absorbancia das dispersdes diluidas foi medida com um espectrofotbmetro
Servylab, modelo UV — M51B (Sdo Leopoldo, RS, Brasil) pelo acompanhamento do
comprimento de onde de 500 nm. O EAI e o ESI foram calculados por meio das Equagdo 1 e

2, respectivamente.

EAI <m2/g> _ (2x2.303%A¢) (1)

- (0.25xconcentracdo de amostra)

ApX10 min

ESI (mll’l) = m (2)
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Nestas equacOes, A é a absorbancia determinada imediatamente apds a formacdo da
emulsdo (0 minuto) e Ao, a absorbancia determinada 10 minutos apos a formacgéo da emulséo.
Foi avaliada amostras em temperatura de 24 °C, outra resfriada a 4 °C por 24 horas e uma
terceira a 80 °C por 30 minutos.

2.10.2 Formacao e estabilidade da espuma

A capacidade de formacdo de espuma (CFE) e a estabilidade da espuma (EE) foram
avaliadas segundo o método de Shahidi & Synowieck (1995). Amostras de 20 mL foram
diluidas em agua destilada em concentracGes de 0,25, 0,5 e 1,0 % e misturadas em tubo
Falcon (50 mL) com o homogeinizador ultra-turrax (Tecnal TE-102 Piracicaba, Brasil) por 2
minutos para incorporar ar, a temperatura ambiente (20-25 °C) e velocidade de 10,000 rpm. A
CFE foi calculada como a porcentagem (%) de aumento de volume baseando-se no volume

inicial e apos a formacéo de espuma, como mostra a Equacéo 3.

CFE (%) = % X 100 3)
0

Nesta equcdo Vy é o0 volume antes da agitacdo (mL) e V é o volume depois da agitacéo
(mL). A EE foi determinada através do repouso da amostra a temperatura ambiente, com
leitura do volume ap0ds intervalos de 1, 5, 10, 30 e 60 minutos, sendo a estabilidade calculada
por meio da Equacao 4.

EE (%) = % X 100 (4)

Na Equacéo 4, Vs é o volume final (mL) de espuma, apds cada intervalo de tempo e Vg
o0 volume inicial (mL) da espuma formada.
2.10.3 Solubilidade

Para a determinacdo da solubilidade, a amostra foi dissolvida em &cido acético 0,5 M
para se obter uma concentracdo final de 3 mg/mL e a mistura foi agitada a 4 °C até ser

completamente solubilizada em incubadora shaker Solab, modelo SL-223 (Piracicaba, Brasil)
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a 80 rpm. Em seguida, 8 mL das solucdes foram transferidas para um tubo de centrifuga de 50
mL e o pH ajustado para 1,0 e 10,0, com HCI 6 M e NaOH 6 M, respectivamente. Apds 0
ajuste, o volume foi completado até 10 mL com agua destilada com o pH previamente
ajustado para 0 mesmo das amostras. As solucdes foram, entdo, agitadas a 4 °C durante 20
minutos em incubadora shaker Solab, modelo SL-223 (Piracicaba, Brasil) a 80 rpm e, em
seguida, centrifugadas em centrifuga Eppendorf, modelo 5804/5804 R, a 10,000 rpm a 4 °C
durante 30 minutos. A proteina no sobrenadante foi determinada pelo método de Lowry,
Rosebroug, Farr & Randall (1951) e a solubilidade relativa das amostras foram calculadas em
comparagdo com a obtida no pH com maior solubilidade, tornando esta 100 % (Montero,
Jiménez-Colmenero & Borderias, (1991).
2.10.4 Viscosidade

Para a avaliacdo da viscosidade foi preparada uma dispersdo de gelatina com
concentracdo de 6,67% e aquecida e agitada continuamente em banho-maria a 60 °C. A
viscosidade (cP) foi medida usando um viscosimetro Brookfield, modelo DV-I1+Pro com
velocidade de 20 rpm. A leitura foi realizada apds 1 minuto de rotacdo completa com o
spindle n°. 1 (BSI, 1975).
2.11 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata e o experimento foi repetido trés vezes (n =
3). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 95% (P> 0,05). Os calculos dos
efeitos foram avaliados no software Statistica® 8.0 (STATSOFT, INC). Aléem disso, foi
testado a primeira e segunda derivadas dos espectros de FTIR utilizando o procedimento
EXPAND com o proposito de lineariza-los. Os dados de solubilidade da gelatina em fungéo
da variacdo do pH foram ajustados por funcdo empirica sigmoidal (logistica), conforme a

Equacdo 5, a seguir.
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(B-a)
Yi=a+ Tre k-5 + & 5)

Na Equacdo 5, Y; = solubilidade (%) da gelatina na i-ésima repeticdo sob o pH y; o =
solubilidade final (%) na linha de base poés-transi¢do (post-transition baseline) ou fase

assintotica/estacionéria/estado estavel (plateau phase/stationary phase/steady state), quando

y — oo; B = solubilidade inicial (%) na linha de base pré-transi¢do (pre-transition baseline)

ou fase de laténcia (lag phase); ¢ = exponencial; k= taxa de alteracdo na solubilidade; y =
valor de pH (1 a 10); 6 = ponto no pH em que a solubilidade alcan¢a 50% da amplitude da
zona de transicdo (transition zone), ponto médio (midpoint) ou ponto de inflexdo (inflection
point); &; = erro experimental associado a cada observacgdo, pressuposto &;“““N(0,02). Os
parametros do modelo foram estimados pelo algoritmo de Gauss-Newton modificado com o
procedimento NLIN do SAS®. As anlises estatisticas foram realizadas no aplicativo SAS®
System for Windows versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary - NC, USA), ao nivel de 5% de
significancia.
3 Resultados e discussao
3.1 Rendimento

A pele de jundia (PJ) e a gelatina da pele de jundia (GPJ) apresentaram rendimentos
interessantes demonstrados na Tabela 1. O resultado foi considerado alto para gelatina obtida
a partir de espécies de peixes, visto que Karim & Bhat (2009) relataram que as extracdes
variam entre 6 e 19% (gramas de gelatina seca por 100 g de pele limpa). Os dados de
Talapphet et al. (2017) para gelatina extraida de couro bovino, quando submetido a
temperatura de 80 °C e de Abdelmalek et al. (2016) para a gelatina de pele de lula (Loligo
vulgaris), apresentaram rendimentos inferiores, de 13,2 e 6,8%, respectivamente. Além disso,
para a obtencdo de alguns subprodutos, é necessaria a utilizagdo de pepsina. Esta enzima
solubiliza o colageno na regido do telopeptideo por meio da clivagem de algumas ligacGes

peptidicas e resulta em maior eficicia da extracdo de gelatina. Assim, considerando que a
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obtencdo de gelatina a partir da PJ sem a utilizacdo da enzima, que sugere a obtencdo de uma
quantidade menor de gelatina, foi possivel apresentar resultados superiores aos encontrados
por Jridi, et al. (2015) para gelatinas extraidas da pele do polvo (Octopus vulgaris) com
diferentes concentracdes de pepsina (5,4, 6,9 e 7,8% em base de peso Umido).
3.2 Propriedades fisico-quimicas e teor de hidroxiprolina

Dos componentes da PJ, a umidade foi encontrada em maior quantidade, como pode ser
observado na Tabela 1. Este teor de umidade esta de acordo com os resultados obtidos para a
pele de tilapia (Oreochromis niloticus, 71,4%) e para a pele de peixe-gato africano (Clarias
gariepinus, 70,8%) (Tylingo et al. 2016). Quanto a proteina, a PJ apresentou teor superior ao
encontrado na pele de peixe-gato (Clarias batrachus) e peixe-gato pangas (Pangasius sutchi),
de 19,9 e 18,9%, respectivamente (See, Hong, Ng, Wan Aida & Babji, 2010). O teor de
proteina na PJ também foi superior ao encontrado na pele do peixe gato africano (Clarias
gariepinus, 17,9 %) (Alfaro et al. 2013). Sobre o residuo mineral fixo resultados superiores a
PJ foram encontrados na pele de tilapia (Oreochromis niloticus, 3,9%) (Alfaro & Silva, 2010)
e na pele de lula (Loligo vulgaris, 3,7%) (Abdelmalek et al. 2016) Da mesma forma, o
contetdo lipidico da PJ foi considerado baixo quando comparado com o teor deste
componente na pele e ossos de poleiros do Nilo (Lates niloticus), apresentaram 5,0 e 6,8% de
gordura, respectivamente (Muyonga et al. 2004). Quando comparado ao teor de lipidios da
pele de atum (Katsuwonus pelami,18,0%) (Shyni et al. 2014) e pele de kumakuma
(Brachyplatystoma filamentosum, 14,2%) (Silva et al. 2017), a presenca deste componente é a
ainda menor.

Quanto ao teor de umidade encontrado na GPJ (Tabela 1), o resultado foi semelhante ao
observado para gelatina comercial da pele bovina, que € reportado como 7,4% (See et al.
2010) e para gelatina de couro bovino, como 7,6% (Talapphet et al. 2017). A diferenca de

umidade na amostra pode estar relacionada com a perda ou ganho de agua durante o0 processo
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de extracdo e do tratamento térmico e, ainda, com o tempo utilizado para a secagem da
amostra, semelhantes para os trés casos. JA o teor de proteinas da GPJ foi considerado
elevadao quando comparado ao encontrado na gelatina de matéria-prima bovina (84,5%)
(Prestes, Golunski, Toniazzo, Kempka & Luccio, 2013), na gelatina extraida de couro bovino
(79,0%) (Talapphet et al. 2017) ou na gelatina da pele de kumakuma (Brachyplatystoma
filamentosum, 72,8%) (Silva et al. 2017). O teor maximo de residuo mineral fixo
recomendado para a gelatina é 2,6% (Muyonga et al. 2004), em acordo com este estudo.
Porém, Alfaro, Fonseca, Costa & Prentice, (2009) relataram concentracdo deste residual
acima da recomendacdo de 3,8% para gelatinas de peixe extraidas de 0ssos de peixe rei
(Macrodon ancylodon). A GPJ apresentou porcentagem de lipideos abaixo da pesquisa de
Pradarameswari et al. (2018) que avaliaram a gelatina de pele de peixe-gato pangas
(Pangasius pangasius) em diferentes temperaturas (45, 50 e 55 °C) e obtiveram resultados de
1,5, 2,3 e 3,7%, respectivamente, e da gelatina da pele de kumakuma (Brachyplatystoma
filamentosum) que apresentou 29,7% (Silva et al. 2017).

Desse modo, os resultados permitem concluir que a PJ é considerada um subproduto
importante em processo de extracdo de compostos gelatinosos. Pois, a escolha de matéria-
prima com baixas concentracdes de constituintes ndo desejaveis, como lipideos e residuo
mineral fixo, auxiliam na diminuicdo do tempo do pré-tratamento e menor uso de solugdes
para extragdo de gelatina mais pura.

A PJ apresentou contedo de hidroxiprolina (Tabela 1) semelhante com o da pele de
peixe-gato africano (Clarias gariepinus, 1,6%) (Tylingo et al. 2016). J& o teor de
hidroxiprolina da GPJ foi semelhante ao encontrado na gelatina da pele de corvina dentada de
tigre (Otolithes ruber, 7,7%) e de poleiro rosa (Nemipterus japonicus, 7,6%) (Koli et al.
2012). Porém, a GPJ apresentou teor de hidroxiprolina superior ao da gelatina de matéria-

prima de bovino, descrito como 1,95% (Prestes et al. 2013).
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Neste sentido, quanto maior a concentracdo de hidroxiprolina, melhor poderd ser
estabilidade de géis formados a partir desta gelatina, efeito relacionado a capacidade de
estabelecimento de ligacdo de hidrogénio através dos grupos hidroxilas (Chandra &
Shamasundar, 2015). Por outro lado, os distintos resultados séo justificados pelo fato de que,
no processo de extracdo, as amostras sao submetidas a altas e diferentes temperaturas, que
provocam a solubilizacdo e fragmentacdo da estrutura da proteina (Gomez-Guillén et al.
2011).

3.3 Determinacéo do pH e da cor

A avaliacdo de pH em gelatina é uma analise importante, pois pode interferir em
algumas caracteristicas sensoriais do produto em que for adicionada. Por esse motivo, o pH da
GPJ foi medido e mostrou-se com valor 4,7+0,1. Outros resultados apresentados na literatura,
como o pH 4,0 e 4,4 para as gelatinas extraida de 0ssos do peixe rei (Macrodon ancylodon)
(Alfaro et al. 2009), pH 6,1 para a gelatina de bovino (Prestes et al. 2013), pH em tono de 4,2
para gelatinas das peles de atum (Katsuwonus pelamis), tubaréo cdo (Scoliodon sorrakowah)
e rohu (Labeo rohita) (Shyni et al. 2014), ainda, pH 5,0 e 5,1 para a gelatina da pele de cabra
e pele bovina, respectivamente (Zilhadia, Yahdiana, Irwandi & Effionora, 2018), apresentam
valores diferentes que podem estar relacionados a origem e natureza da matriz de onde foram
extraidas. Além disso, os diferentes valores de pH também podem ser relacionados com
tratamento quimico utilizado durante a fase de extracdo (Afaro, Fonseca & Prentice, 2013).
Neste sentido, o pH mais alto pode ser atribuido a eficiéncia na fase de lavagem ap0ds o0s
tratamentos quimicos durante a preparacdo das peles e antes da fase de extracdo para a
remocao de solucgdes do pré-tratamento.

A GPJ apresentou valor de luminosidade (L*= 66,4+0,3), vermelhiddo (a*= -0,24+0,3)
e amareliddo (b*= 0,96+0,0) que indicam um efeito de neve com aparéncia branca. Por outro

lado, a literatura apresenta outras gelatinas, extraidas de peles de diferentes espécies de peixes
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de agua doce, com luminosidades entre 37,3 e 61,6 (See et al. 2010) menores que a GPJ. A
gelatina da pele de robalo (Lates calcarifer), apos 18 dias de armazenamento (Sae-Leaw &
Benjakul, 2015) mostrou-se mais amarelada, com valores de b* entre 9,5 e 13,7. Da mesma
forma, a gelatina obtida a partir da pele do polvo (Octopus vulgaris), com a utilizacdo de
diferentes concentracdes de pepsina (Jridi et al. 2015), apresentaram valores de b* entre 7,6 e
11,6. Todos, valores maiores que a GPJ apresenta e que, tecnologicamente sdo menos
apreciaveis do que a caracteristica de menor amareliddo. Neste sentido, dependendo da
aplicacdo a que se destina a gelatina, as cores sdo propriedades estéticas importantes e 0 uso
de pepsina implica na tonalidade da coloragéo, principalmente a amarela, pois 0s aminoacidos
livres liberados pela enzima reagem por reacdo de Maillard com os grupos C=0 presentes na
estrutura molecular da gelatina (Jridi et al. 2015). Baseados nesta premissa sugere-se que
fatores como a distribuicdo de peso molecular podem influenciar as caracteristicas de cor da
gelatina, visto que materiais com menor peso molecular podem apresentar aminoacidos livres
na sua composicao.

3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi utilizada para apontar a presenca dos grupos funcionais da
estrutura molecular da gelatina e discutir a estrutura secundéria da GPJ. A Figura 1 apresenta
as bandas mais significativas relacionadas a estrutura molecualr da GPJ, na regido da amida.
A banda correspondente amida A foi encontrada em 3300 cm™ e estd associada com o
estiramento de ligacbes N-H. Os estiramentos deste grupo geralmente ocorrem entre 3400 e
3440 cm™, porém, quando a posicdo do grupo NH é deslocada para um nimero de onda
menor, sugere-se que o peptideo estd envolvido em uma ligacdo de hidrogénio (Muyonga et
al. 2004). A amida B mostrou a deformacéo assimétrica de grupos CH, em 2940 cm™ e a
mudanca na localizacdo da banda para numeros de onda mais altos sugere que a amostra

apresenta desnaturacéo proteica (Li-Chan, Nakai & Hirotsuka, 1994).
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As bandas da amida I, 11 e 11l s8o muito Uteis para a investigacdo da estrutura secundaria
de protefnas. Assim, a amida | apresentou banda em 1632 cm™ que esta relacionada com o
estiramento C=0 do esqueleto polipeptidico que faz parte da estrutura secundaria (Muyonga
et al., 2004). Sae-Leaw & Benjakul (2015) relataram bandas de absor¢do na regido da amida |
para a gelatina extraida da pele de robalo (Lates calcarifer) entre 1641 e 1637 cm™*. A amida
11 foi obeservada em 1545 cm™, que caracteriza deformacdes angulares de N-H juntamente
com estiramento de C-N (Barth & Zscherp, 2002). Quando comparando com a faixa de
absorcdo normal (1600 — 1550 cm™), a posicdo deslocada para uma frequéncia mais baixa,
indica a existéncia de ligacdo de hidrogénio sugerindo que a triplice hélice ndo foi afetada
pelo tratamento térmico (Zhang et al. 2016). A amida |1l apresentou absorcdo em 1237 cm™,
que corresponde aos estiramentos C-N e N-H, bem como absorcGes provenientes de
vibracbes de grupos CH, de cadeias laterias de glicina e de prolina (Jackson, Choo, Watson,
Halliday & Mantsch, 1995). Nikoo et al. (2014) relataram que a gelatina da pele de esturjdo
de amur (Acipenser schrenckii) mostrou amida 111 em 1242 a 1236 cm™ concordando como
que se observa para a GPJ.
3.5 Distribuicéo do peso molecular por SDS-PAGE

As propriedades fisicas da gelatina sdo dependentes do contetdo relativo de cadeias a,
componentes 3 e da presenca ou ndo de fragmentos de proteinas de baixo peso molecular
(Johnston-Banks, 1990). Desse modo, o perfil de peso molecular da GPJ foi avaliado por
SDS-PAGE que mostrou bandas de proteina que continham duas subunidades a (o4 € o) em
torno de 100 kDa cada uma, cadeia de banda B em torno de 150 kDa e quantidade de
componente y também foi observado (Figura 2). A gelatina da pele do peixe-gato de canal
(letalurus punetaus) também tratada com acido acetico (Liu, Li & Guo, 2008), a gelatina da
pele de robalo (Lates calcarifer) (Sae-Leaw & Benjakul, 2015), a gelatina de 0ssos de pargo

vermelho (L. campechanus) e de garoupa marrom (E. chlorostigma) (Shakila, Jeevithan,
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Varatharajakumar, Jeyasekaran, & Sukumar, 2012), apresentaram caracteristicas semelhantes
as observadas para a GPJ. Entretanto, a gelatina de pele de lula (Loligo vulgaris) (Abdelmalek
et al. 2016) e a gelatina extraida de couro bovino (Talapphet et al. 2017) apresentaram perfil
eletroforético de menor peso molecular. Geralmente, as gelatinas com baixo peso molecular
se formam quando o processo de extracdo foi mais agressivo como, por exemplo, utilizacdo
de altas temperaturas (Alfaro et al. 2009). Desse modo, a gelatina pode apresentar menor
funcionalidade, como a reducédo da estabilidade térmica, de viscosidade e da forca de gel, o
gue tem como consequéncia, a producdo de géis menos estaveis (Muyonga et al. 2004; Alfaro
et al. 2009; Prestes et al. 2013). Além disso, a idade da fonte do material pode influenciar a
facilidade com que a gelatina pode ser extraida e a extensdo da hidrélise de peptideo durante a
extracdo (Muyonga et al. 2004), o que afeta de forma significativa quanto agressivo sera o
processo de extracdo e assim, a massa molar da gelatina.

3.6 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A andlise de DSC (Figura 3) foi utilizada para avaliar a caracteristica térmica da GPJ e
mostrou um unico sinal, de caracter endotérmico, que geralmente é utilizado para descrever a
temperatura de desnaturacdo. A estabilidade térmica dos géis é definida com a temperatura
correspondente a ruptura de interacbes entre as cadeias, resultando na fusdo de cadeias
peptidicas (Flory & Garrett, 1958). O estudo de Sarbon, Badii & Howell (2013) sugere menor
estabilidade térmica para a gelatina bovina (26,1 °C) e gelatina de frango (31,1 °C).
Entretanto, Sai-Ut, Jongjareonrak & Rawdkuen (2012) observando o comportamento térmico
da gelatina de pele de bagre gigante cultivado (Pangasianodon gigas), apontam a temperatura
de 80,9 °C e para a gelatina comercial de bovino, de 67,2 °C. Os autores sugeriram que a
diferenca de temperatura para a estabilidade térmica das gelatinas pode estar relacionada com
0 teor de aminoacidos prolina e hidroxiprolina constituintes da estrutra moelcualr das

respectivas proteinas. Jongjareonrak, Benjakul, Visessanguan, Prodpran & Tanaka (2006)
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relataram que o peso molecular das cadeias de proteinas também contribuira para a formacéo
de uma forte estrutura de rede tridimensional e como consequéncia, aumento da estabilidade
térmica do material. Assim, com sinal endotérmico em 69,42 °C sugere-se estabilidade
térmica compativel com a da gelatina bovina comercial. Por outro lado, as diferentes
temperaturas de desnaturacdo encontrada na literatura podem estar relacinadas com a massa
molar das espécies quimicas, que foram obtidas por vias diferentes.
3.7 Morfologia
As microestruturas da GPJ foram examinadas por microscopia eletrénica de varredura

(MEV) em ampliacdes de 100, 500 e 1000x, conforme apresentado na Figura 4. Observa-se
na amostra, uma superficie lisa com partes fibrosas e auséncia de porosidade. Normalmente, o
arranjo e associacdo de moléculas de proteina na matriz do gel contribuem diretamente para a
forca do gel (Benjakul, Oungbho, Visessanguan, Thiansilakul e Roytrakul, 2009) e a
microestrutura densa e ndo porosa da gelatina é relacionada com melhores propriedades
fisicas (Yang, Wang, Zhou & Regenstein, 2008). Wangtueai, Noomhorm & Regenstein
(2010) avaliaram a morfologia da gelatina de escamas do peixe lagarto (Saurida spp.) e
relataram que a gelatina com maior forca de gel apresentava uma rede mais densa e quando o
tempo de extracdo foi mais longo, as camadas foram diminuindo e apresentaram maior
porosidade. Este efeito também foi observado para a microestrutura da gelatina extraida da
escama da carpa cabeca-dura (Hypophthalmichthys nobilis) que apresentou micrografias com
certa porosidade, que também foi associada a diminui¢do da forca de gel (Tu et al. 2015).
3.8 Propriedades tecnoldgicas
3.8.1 Emulsificantes

O indice de atividade emulsificante (EAI) e estabilidade emulsificante (ESI) foram
avaliados na GPJ em concentracdo de 1% de proteina sob variagdes de tempo e temperatura.

Estes resultados estdo descritos na Tabela 2 e apresentam diferenga estatistica (P < 0,05).
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Observou-se elevada propriedade emulsionante para a GPJ quando esta € submetida a
temperatura a 80 °C por 30 minutos. Este resultado sugere que a GPJ apresenta potencial para
utilizacdo em muitos processos agroindustriais pela alta capacidade térmica do material.
Abdelmalek et al. (2016) avaliaram o EAI e ESI da gelatina extraida da pele de lula (Loligo
vulgaris) em concentracfes de 1 a 4% e relataram que com 0 aumento da concentracdo de
gelatina na solucdo, aumentaram os valores de EAIl e diminuiram a ESI. Porém, estes
resultados ainda sdo inferiores aos encontrados pela GPJ na concentracdo de 1% e em
diferentes tempos e temperaturas testadas para este material. De acordo com Surh, Decker &
McClements (2006) a propriedade emulsificante pode ser parcialmente atribuida ao peso
molecular da gelatina. Neste caso os autores avaliaram a emulsdo de 6leo em &gua preparada
com gelatina de peixe com alto peso molecular (120 kDa), e esta foi mais estavel do que a
preparada com gelatina de peixe de baixo peso molecular (50 kDa).
3.8.2 Formacdo e estabilidade da espuma

A propriedade espumante da GPJ foi avaliada quanto & capacidade de formacdo de
espuma (CFE) e estabilidade da espuma (EE) e apresentaram diferenca estatistica (P < 0,05)
nas condicdes de temperatura testadas (Tabela 3). Com relacdo a formacgdo de espuma,
oubservou-se a CFE que aumenta com o aumento da concentracdo de GPJ. Isso se deve ao
fato de uma concentracdo maior de proteinas contribuir para que estas estruturas migrem do
seio da disperséo e para a superficie da fase dispersante de forma a proporcionar a formacéao
de bolhas de ar e assim, incrementar a formagdo destas estruturas e a estabilidade da espuma
(Zeng, Zhang, Adhikari & Mujumdar, 2013). A EE foi observada em diferentes concentragdes
e tempos, demonstrando que a esta estabilidade ¢é afetada a medida que se aumenta o tempo.
Resultado semelhante foi relatado para a gelatina de pele de cabra e de pele bovina (Zilhadia
et al. 2018), e nas gelatinas da pele de bagre (Pangasianodon gigas) e tilapia (Oreochromis

niloticus) (Rawdkuen et al. 2013). J& a melhor estabilidade de espuma observada para a GPJ



472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

99

foi alcancada em concentracdo de 1% e tempo de até 60 minutos, com resultados mais
interessantes do que os observados na literatura citada. Segundo Zayas (1997) as espumas
com concentra¢@es mais altas sdo mais densas e mantém a estabilizacao por causa do aumento
da espessura do filme interfacial. Enquanto para Shakila et al. (2012) a capacidade de
espumacdo da proteina pode melhorar em fungdo da conentracdo, que permite torna-la mais
flexivel, expondo mais residuos hidrofobicos e aumentando a sua capacidade de diminuir a
tensdo da superficie. Ja Balti et al. (2011) relataram que outros fatores podem influenciar as
propriedades espumantes como a matéria-prima utilizada para a extracdo, propriedades
intrinsecas e composicdo deste material e, ainda, a conformacéo da proteina.
3.8.3 Solubilidade

Os dados da solubilidade da GPJ em diferentes valores de pH sdo apresentados na
Figura 4. Observa-se que a maior solubilidade é alcancada em meio acido (pH 2,0), a0 mesmo
tempo em que observa-se uma menor solubilidade em meio alcalino (pH 10,0).
Kittiphattanabawon, Benjakul, Visessanguan & Shahidi (2012) utilizaram as peles de duas
espécies de tubardo, bambu de faixa marrom (Chiloscyllium punctatum) e ponta negra
(Carcharhinus limbatus), para extrair gelatina em temperaturas de 45, 60 e 75 °C e
apresentaram resultados de solubilidade parecidos com os obtidos para GPJ, e mais, relataram
que a gelatina extraida em temperaturas de extracdo mais alta apresentou maior de
solubilidade percentual. Estes autores sugerem que a gelatina extraida em temperaturas de
extracdo mais elevada apresente maior teor de peptideos menores e maior quantidade de
grupos hidrofilicos, o qué proporcionaria maior solubilidade, como observado. De acordo
com Santana, Sato & Cunha (2012), a solubilidade da gelatina € normalmente mais baixa em
pH alcalino, pois quando o pH esta abaixo do ponto isoelétrico, observa-se densidade de carga
mais altas, devido ao aumento da concentracdo de ions hidrogénios ligados aos aminoacidos.

Assim as particulas da proteina tornam-se positivamente carregadas, causando repulsdo entre
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as mesmas. Estas modificacdes provocam a abertura da tripla hélice, facilitando a interacao
com a agua e aumentando sua solubilidade em ambiente &cido.
3.8.4 Viscosidade
A viscosidade € uma propriedade fisica muito importante para a avaliacdo de

compostos gelatinosos e o resultado obtido para a GPJ foi de 25,5 (£ 0,1) cP. O estudo de
Koli et al. (2012) demonstrou que as gelatinas extraidas da pele de catla (Catla catla), de
peixe-gato (Pangasius hypophthalamus), de tilapia-preta (Oreochromis mossambicus) e de
peixe-rei preto (Ranchycentron canadus) a 45 °C apresentaram viscosidades de 9,5, 8,21, 6,9
e 13,15 cP, respectivamente. Kusumaningrum, Pranoto & Hadiwiyoto (2018) extrairam
gelatina da pele seca de peixe cavala espanhola (Scomberromorus commersoni) e comparam
com gelatina bovina comercial, obtendo viscosidades de 8,0 e 8,2 cP, respectivamente. As
caracteristicas de viscosidade exibidas por uma determinada gelatina estdo relacionadas com a
distribuicdo do peso molecular das moléculas do material (Karim & Bhat, 2009),
principalmente as subunidades de alto peso molecular proporcionam valores mais altos de
viscosidade que, no caso da GPJ, esta de acordo com os resulatdso da anélise de SDS-PAGE.
Além disso, quanto mais longa a cadeia de aminoacidos, maior o peso molecular do material,
de modo que apresenta a maior viscosidade (Johnston-Banks, 1990).
4 Concluséo

A pele de jundia (Rhamdia quelen) (PJ) é um subproduto promissor para extracdo de
gelatina, pois foi identificado na amostra alta percentual de proteina e contetdo de
hidroxiprolina principalmente. A gelatina da pele de jundia (GPJ) apresentou alto rendimento,
vantagens com respeito a composicdo quimica e coloracdo tecnologicamente mais
interessante, quando comparados com gelatinas de outras fontes. A analise de FTIR mostrou
aspectos relacionados a estrutura secundaria da amostra, que concordam com dados obtidos

na literatura. A SDS-PAGE exibiu bandas de alto peso molecular que indicaram boa
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possibilidade funcional e a analise térmica por calorimetria exporatéria diferencial (DSC)
mostrou uma temperatura de desnaturacdo interessante quando comparadas com outras
encontradas na literatura. Tecnologicamente a GPJ pode ser utilizada como emulsificantes em
todas as temperaturas testadas, porém apresentou melhor resultado a 80 °C e para a formacéo
de espuma, o melhor resultado foi encontrado para concentracbes maiores do que 1%. Quanto
a solubilidade, a GPJ mostrou-se mais solivel em meio acido e adequada para a obtencdo de
produtos com mais viscosidade. Portanto, destaca-se a importancia da utilizacdo da PJ para a
obtencdo de GPJ, visto que, a caracterizacdo do material exibiu propriedades interessantes e
bom potencial tecnologico. Ainda, a pesquisa apresenta uma possibilidade viavel de
valorizacdo do subproduto descartado e a possibilidade de desenvolvimento de varios outros
produtos em escala industrial.
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Figura 1: Espectro de FTIR da gelatina da pele de jundia (GPJ).
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Tabela 1: Rendimento e constituintes da pele de jundia (PJ) e da gelatina da pele de jundia

(GPJ).
(%) GPJ
Al MS Al MS
Rendimento 7,3+0,0 248 +0,1 18,2+0,3 63,9+0,0
Umidade 70,6 £0,8 - 6,7+0,1 -
Proteina 26,3+0,4 89,3+2,9 88,1+0,9 945+1,0
Residuo mineral 1,0+0,1 3,4+0,3 19+0,1 2,2+0,0
Lipideos 1,7+0,1 59+0,4 15+0,1 1,6+0,0
Hidroxiprolina 15+0,0 51+0,1 72+0,1 78+0,2

Valores expressos em média + desvio padrdo; n=3; O fator 5,5 foi utilizado para calcular a proteina da GPJ. Al=

amostra integral; MS= matéria seca.
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Tabela 2: Resultados do indice de atividade emulsificante (EAI) e indice da estabilidade
emulsificante (ESI) da gelatina da pele de jundia (GPJ) em diferentes condi¢Ges de
temperatura e tempo.

Condicdes EAI (m“/g) ESI (min)
4°C/24 h 83,9°+0,6 479°+ 0,4
24 °C 452°+ 1,1 39,5°+0,3
80 °C/30 min 110,5°+ 0,3 156,0%+ 0,5

Valores expressos em média + desvio padrdo, n=3; ® Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam
diferengas significativas (P <0,05).
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Tabela 3: Capacidade de formacéo de espuma (CFE) e estabilidade de espuma (EE) em diferentes concentracfes (C) de gelatina da pele de jundia
(GPJ).

EE (%)
C (%) CFE (%) 1 min 5 min 10 min 30 min 60 min
GPJ 0,2 28,3%+0,0 94,4%%+0,0 91,2°"+0,0 76,57°+2 1 47,1421 47,1%°+0,0
0,5 43,35+0,6 97,3%+1,3 94,252+0,1 82,7°°+0,2 48,15%°+0,6 46,1%9+0,5
1,0 67,5°+0,0 100,0%+0,0 92,95+0,0 92,9°+0,0 74,4°+0,8 60,1°+0.8

Valores expressos em média + desvio padrdo, n = 3. ** Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna ou linha indicam diferencas significativas (P <0,05)
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5 DISCUSSAO GERAL

O colageno é uma proteina originada de subprodutos (peles, 0ssos, musculos, tecidos e
vasos sanguineos) de animais principalmente de bovinos e suinos (LIU et al. 2007;
DAMODARAN et al. 2010). O material geralmente descartado é submetido a hidrolise
quimica e/ou enzimatica para a obtencdo da proteina colagenosa (ZAVAREZE et al. 2009) e
mais, por hidrolise parcial em agua (> 45 °C) o colageno nativo da origem a outro composto,
a gelatina (GOMEZ-GUILLEN et al. 2002). Ambos possuem caracteristicas tecnoldgicas e
nutricionais importantes para as mais diversas areas industriais: biomeédica, farmacéutica,
cosmetica, fotografica e alimenticia (KARIM; BHAT, 2009; VEERURAJ et al. 2015; WU et
al. 2017).

Devido a ampla utilizacdo, problemas sanitarios relacionados aos produtos de
mamiferos e por uma parte da populagdo ndo consumir produtos originados dessas fontes (LI
et al. 2013; VEERURAJ et al. 2013), a descoberta e/ou utilizagdo de novos subprodutos para
a producdo de colageno e gelatina estdo sendo estudados com resultados positivos para a
adicdlo em muitos produtos das areas citadas anteriormente (KIPLAGAT et al. 2017;
TYLINGO et al. 2017; ALI et al. 2018; HUKMI; SARBON, 2018; PRADARAMESWARI et
al. 2018; DAVE et al. 2019). Apesar da grande quantidade de estudos de fontes alternativas as
de mamiferos, ainda ndo haviam sido mencionadas na literatura pesquisas com a pele de
jundia (Rhamdia guelen) utilizada como subproduto na producéo de colageno e gelatina.

Assim, a pele de jundia pode ser utilizada para a extracdo de colageno soltvel em
acido (ASC), colageno soltvel em pepsina (PSC) e colageno parcialmente hidrolisado
(gelatina) (GPJ) por apresentar como constituinte principal a proteina (26,9%) e quantidade
significativa de hidroxiprolina (1,5%), aminoacido importante para a determinacdo da
composicdo de colageno na amostra e, consequentemente, a escolha do subproduto para a
extracdo de compostos colagenosos e gelatinosos. Da mesma forma, o ASC, PSC e GPJ
apresentaram dados desses constituintes elevados (89,7, 90,1 e 88,1% de proteina; 9,4, 9,5 e
7,2% de hidroxiprolina na amostra integral, respectivamente).

Os materiais apresentaram resultados positivos para o rendimento (15,1, 71,3 e 63,9%
em base seca) para 0 ASC, PSC e GPJ, respectivamente, principalmente quando foi utilizada a
pepsina na hidrdlise enzimatica para a obtencdo do colageno. Quando comparados com 0s
colagenos da bexiga natatdéria do atum albacora (Thunnus albacares) (1,0 e 12,1%)
(KAEWDANG et al. 2014), das escamas de robalo (Lates calcarifer) (0,4 e 1,0%)
(CHUAYCHAN et al. 2015) e da gelatina de pele de lula (Loligo vulgaris) (13,2 e 6,8%)
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(ABDELMALEK et al. 2016) os resultados desses estudos mostraram dados inferiores.
Diferentes resultados para o rendimento sdo devido a moléculas altamente reticuladas na
regido do teleopeptideo, que torna o colageno menos soltvel em condi¢des acidas (ZHANG et
al. 2007).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) mostrou picos
caracteristicos na regido da amida para todas as amostras. Para 0 ASC e PSC, o espectro
confirmou a estrutura tripla helicoidal do colageno e para a GPJ mostrou a estrutura
secundaria na amostra, indicando o desenrolar da tripla hélice e consequentemente, a hidrélise
do colageno em gelatina. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de colageno
da pele de bagre da Malésia (Hibrido Clarias sp.) (KIEW; MASHITA, 2013) e de gelatina de
pele de robalo (Lates calcarifer) (SAE-LEAW; BENJAKUL, 2015).

O peso molecular é um importante fator analisado e relacionado com as propriedades
funcionais do material que foi determinado pela eletroforese em gel (SDS-PAGE). Os dados
mostraram bandas marcadas em alto peso molecular para todas as amostras e ndo apresentou
um amplo espectro molecular com proporc¢des de baixo peso molecular. Foram encontradas as
cadeias a (o1 ¢ 0 indicando que o material foi extraido de fonte de colageno Tipo |
(PEARSON; YOUNG, 1989), componetes f e v que somados determinam a for¢a do gel
(MUYONGA et al. 2004) e por isso, os efeitos funcionais positivos sdo relacionados ao alto
peso molecular encontrado em todas as amostras. Portanto, as propriedades funcionais dos
compostos obtidos da PJ sdo comprovadas pelo resultado da SDS-PAGE. Em desacordo, a
gelatina extraida de couro bovino (TALAPPHET et al. 2017) apresentou o perfil com bandas
de menor peso molecular podendo apresentar caracteristicas funcionais inferiores ao presente
estudo.

Tanto o ASC, o PSC e a GPJ apresentaram elevada capacidade térmica evidenciada
pela analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), determinando a temperatura de
desnaturacdo da amostra. Essa caracteristica permite o uso desses materiais em processos que
necessitem maior condicdo térmica e as amostras apresentaram melhores resultados que
outros colagenos (VEERURAJ et al. 2013) e gelatinas extraidos de outras fontes (SARBON
et al. 2013). Diferentes temperaturas séo relacionadas principlamente com a composicéo de
aminodcidos (SAI-UT et al. 2012) e perfil de eletroforese com alto peso molecular
(JONGJAREONRAK et al. 2006) confirmado pela presenca de hidroxiprolina e SDS-PAGE

com bandas marcadas acima de 100 kDa nos compostos extraidos da PJ.
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi avaliada na GPJ e mostrou camadas
densas e ndo porosas, sendo relacionadas a substancias de alto peso molecular devido a
possivel associacdo de moléculas de proteinas. Geralmente, materiais com alta porosidade séo
utilizados quando ha necessidade de maior absorcéo liquida, como por exemplo, na industria
biomédica na fabricagdo de curativos que necessitam incorporar ao material medicamentos
(PIRES et al. 2015), porém a GPJ pode ser utilizada quando ha necessidade de melhorar as
propriedades funcionais do produto devido a estrutura exposta na analise. Esse fato pode ser
comprovado por ter apresentado resultado com efeito positivo para as propriedades
emulsificantes e principalmente na avaliacdo da viscosidade. De modo geral, o0 ASP e PSC
também apresentaram propriedades tecnoldgicas com dados expressivos em relacdo a outros
estudos de fontes alternativas de colagenos de mamiferos (AEWSIRI et al. 2009), sendo
recomendado que sejam utilizados como emulsificantes em condi¢bes que exijam a
refrigeragéo dos produtos.

Portanto, diante de todos os dados mostrados e discutidos pode-se concluir que a PJ
pode ser utilizada para a extracdo de colageno soltuvel em éacido (ASC), colageno solivel em
pepsina e colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) (GPJ), evitando assim o descarte
inadequado e promovendo a valorizacdo do subproduto. Além disso, podem ser utilizados em
processos industriais dos mais diversos setores e recomenda-se a aplicacdo destes materias na
indUstria alimenticia em produtos para conferir maior concentragdo de proteina, adi¢cdo em
produtos para diabéticos em substituicdo aos carboidratos, a adicdo em produtos
emulsionados sob refrigeracdo para o ASC e PSC e aquecimento para a GPJ devido as
propriedades emulsicantes e ainda, em produtos que necessitem de viscosidade elevada.

Além de todos o0s resultados expostos, sugere-se que sejam avaliados os métodos para
a obtencdo de colageno hidrolisado (peptideos) que sdo compostos utilizados em muitos
setores em funcdo das suas caracteristicas. Recomenda-se avaliar as metodologias com a
utilizacdo de ultrassom, testar o efeito de outras enzimas para talvez aumentar o rendimento e
diminuir o tempo de extragdo, analisar a atividade antioxidante e antimicrobiana, e mais,
realizar a aplicacdo desses materiais extraidos para monitorar 0 comportamento na vida de
pratelira do produto, principalmente na area de alimentos, farmacéutica e cosmética que

necessitam de ingredientes com as caracteristicas apresentadas.
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6 CONCLUSAO

A pele de jundia (Rhamdia quelen) apresentou elevada concentracdo de proteina,
hidroxiprolina e menor conteido de constituintes ndo desejaveis, como os lipideos e o residuo
mineral fixo. Esses ultimos s8o compostos quimicos que quando presentes em elevadas
conconcentracdes resultam em longos processos de remocgdo desses componentes no pré-
tratamento do material, aumentando o tempo do processo e volume de reagentes quimicos
para a obtencdo de colageno e gelatina. Da mesma forma, os compostos obtidos (ASC, PSC e
GPJ) também apresentaram as mesmas caracteristicas quimicas mostrando a pureza dos
materiais.

De acordo com os resultados, o rendimento da extragdo com a utilizacdo de pepsina
para a obtencdo de PSC mostrou efeito significativo com o aumento da concentracéo.
Confirma-se também que as amostras foram extraidas de colageno Tipo I, 0s mais utilizados
no setor industrial em funcdo das suas caracteristicas e mais, apresentaram perfil com alto
peso molecular que contribuiu de forma positiva nas caracteristicas funcionais, principalmente
nos resultados expostos como as propriedades emulsificantes e a viscosidade.

Portanto, a pele de jundia (Rhamdia quelen) mostrou ser um subproduto possivel de
ser utilizado na extracdo de colageno soltvel em acido (ASC), colageno soltvel em pepsina e
coladgeno parcialmente hidrolisado (gelatina) (GPJ) que até o presente momento foi o Unico
estudo a apresentar os resultados do processo de extracdo e caracterizacdo desses produtos.
Desse modo, pode-se valorizar o material que seria descartado de forma inadequada causando
poluicdo ambiental de forma negativa e mais, a industria do pescado pode aumentar o retorno
econdémico com o processo de obtengdo desses compostos.
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ANEXO

O manuscrito 1 intitulado “Jundia fish skin (Rhamdia quelen): an unexplored by-
product with great potential to be used as a novel source of collagen” foi publicado no Journal
of Aquatic Food Product Technology em formato online em 08 de agosto de 2021. Acesso
em: https://doi.org/10.1080/10498850.2021.1963379.
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ABSTRACT KEYWORDS

For the first time, the skin of jundii fish (Rhamdia quelen) (JS) was used to Fish collagen; acid-soluble
isolate acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (P5C). The collagen; pepsin-soluble
ASC and P5C showed levels of 89.7 and 90.1% of protein, respectively. Fourier collagen; FTIR
transform infrared spectroscopy (FTIR) indicated that the samples had

groups in the amide region (A, B, |, Il, and Ill) and that the helical conforma-

tion was not affected by the extraction methods. Furthermore, Sodium
dodecyl-sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) showed

that the extracted collagens were Type | and that they presented high

denaturation temperatures (57.7 and 59.9°C for ASC and P5C, respectively).

ASC and PSC exhibited positive results in terms of technological properties.

Thus, IS represents a novel source of collagen that can be used on an

industrial scale.



