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RESUMO

COLAGENO DE TILAPIA: UMA ALTERNATIVA PARA AGREGAR VALOR
AOS SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DE PESCADOS

AUTORA: Andrine Menna da Fontoura
ORIENTADORA: Prof® Dr2. Rosa Cristina Prestes Dornelles
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Ernesto Hashime Kubota

Os residuos do processamento da tilpia podem chegar até 70% da matéria-prima,
devido o alto teor de proteinas. A obtencdo de coldgeno é uma alternativa promissora para
agregar valor a estes residuos. Os métodos de obtengdo de colageno baseiam-se na hidrolise
guimica e/ou enzimatica. Diante deste contexto, este estudo teve por objetivo a obtencdo de
colageno a partir de residuos da tilapia (carcaca, residuo de carcaca e pele) através de hidrélise
qguimica-enzimatica. Os colagenos obtidos dos residuos do processamento da tilapia foram
extraidos com pepsina e obtiveram um bom rendimento (%) a estrutura helicoidal tripla foi
preservada, o que pode ser confirmado pelas analises de eletroforese (SDS-PAGE) e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), sendo os colagenos
obtidos constituidos principalmente por coladgeno do tipo I. Quanto a funcionalidade, os
colagenos apresentaram solubilidade elevada em pH &cido e baixa solubilidade em pH elevado,
o indice de atividade emulsificante foi superior a gelatinas convencionais. Os pré-tratamentos
com e sem perdxido de hidrogénio ndo mostraram diferenca significativas (p<0,05) na
composicdo centesimal e na funcionalidade dos colagenos. O tempo de extracdo quimica-
enzimatica com pepsina apresentou um efeito positivo sobre o rendimento do coldgeno sem
afetar sua integridade. Pode-se concluir que os residuos gerados pelo processamento da
indUstria comprovaram ser uma fonte tecnologicamente viavel para extracdo de colageno e, 0s
colagenos destes residuos se mostraram promissores como alternativa aos colagenos
tradicionais, com grande potencial de aplica¢do industrial.

Palavras-chave: Colageno; Pescado; FTIR; SDS-PAGE; Pepsina; Propriedades.



ABSTRACT

TILAPIA COLLAGEN: AN ALTERNATIVE TO ADD VALUE
TO THE FISH INDUSTRY BYPRODUCTS

AUTHOR: Andrine Menna da Fontoura
SUPERVISOR: Prof® Dr2. Rosa Cristina Prestes Dornelles
SUPERVISOR: Prof. Dr. Ernesto Hashime Kubota

Tilapia processing residues can reach up to 70% of the raw material, due to the high
protein content. Obtaining collagen is a promising alternative to add value to these wastes. The
methods of obtaining collagen are based on chemical and / or enzymatic hydrolysis. In this
context, the objective of this study was to obtain collagen from tilapia residues (carcass, carcass
residue and skin) through chemical-enzymatic hydrolysis. The collagens obtained from the
processing residues of the tilapia were extracted with pepsin and obtained a good yield (%) the
triple helical structure was preserved, which can be confirmed by electrophoresis analysis
(SDS-PAGE) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The collagens were mainly
composed of type I collagen. As for functionality, the collagens showed high solubility in acid
pH and low solubility at high pH, the emulsifying activity index was superior to conventional
gelatins. Pretreatment with and without hydrogen peroxide showed no significant difference (p
<0.05) in the centesimal composition and collagen functionality. The time of chemical-
enzymatic extraction with pepsin had a positive effect on the yield of collagen without affecting
its integrity. It can be concluded that the residues generated by the processing of the industry
have proven to be a technologically viable source for the extraction of collagen and the
collagens of these residues have shown to be promising as an alternative to the traditional
collagens with great potential of industrial application.

Keywords: Collagen; Fish; FTIR; SDS-PAGE; Pepsin; Properties.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de tilapia. Em 2017 foram produzidas 357,6
mil toneladas (IBGE, 2017). Segundo Kubitza (2015), apesar de o Brasil ser um grande
produtor de frango, bovinos e suinos, a aquicultura foi o setor de proteina animal que apresentou
maior incremento percentual em produgdo entre 2004 e 2014, com crescimento anual médio de
8%, contra 5,1% para bovinos, 4,1% para o frango e 2,9% para suinos. Enquanto a producéo de
peixes cresceu em torno de 10%, no periodo de 2004 a 2014, a tilapicultura teve um crescimento
da ordem de mais de 14% (Kubitza, 2015).

O crescimento da producdo e o interesse pela tilapia se deve primeiramente a grande
aceitacdo do produto no mercado, quando os frigorificos comecaram a destinar ao mercado
interno filés frescos de tilapia com padrdo de exportacdo. Um dos fatores importantes é a oferta
constante de produto de alta qualidade, que ajuda a conquistar a confianga dos consumidores
em relacdo ao produto. No Brasil ha um déficit na oferta de pescado, pois, o brasileiro possui a
falta de habito de consumir peixes, ndo por falta de habito, mas sim por falta de produto de
confianca e qualidade. A oferta de tilapias inteiras e filés de tilapia de alta qualidade e frescos
foi um fator decisivo para o consumidor adquirir confianga nos produtos da tilapicultura
(Matsuda, 2016).

Um dos maiores problemas na cadeia produtiva da pesca é a grande quantidade de
residuos gerados apds a filetagem. No caso da tilapia, os residuos chegam a 70% durante a
producdo de filé, sendo distribuidos em cabeca, carcaca, visceras e pele, fazendo com que o
interesse por solucdes e aproveitamento destes residuos seja cada vez maior (Bueno et al.,
2011).

Segundo Gomez-Guillén et al. (2002) a extracdo de colagenos e seus derivados de
pescados, é considerado a melhor forma de processar os residuos da industria de pescado,
garantindo um maior aproveitamento e consequentemente maior lucro.

Os residuos de pescados possuem pigmentos, que podem ocasionar problema na cor dos
colagenos extraidos. O brangueamento é uma alternativa que pode ser realizado antes da
extracdo. O perdxido de hidrogénio é um oxidante que é amplamente utilizado como agente de
branqueamento no processamento de frutos do mar (Kolodziejska, Sikorski, & Niecikowska,
1999; Thanonkaew et al. 2008).

Kolodziejska et al. (1999) relataram que a imersdo da pele de lula em perdxido de

hidrogénio a 1% em NaOH 0,01 M por 48h melhorou a cor dos coladgenos extraidos. A
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decomposi¢do de H-O2 em solugdo aquosa ocorre por dissocia¢do e homolitica clivagem das
ligacbes O-H ou O-O, com a formagdo de produtos altamente reativos: o anion hidroperoxil
(HOO") e o hidroperoxil (HOO) e hidroxila (OH) radicais, que podem reagir com muitos
substancias, incluindo cromatoforos (Perkins, 1996).

A utilizacdo dos residuos do processamento de pescados € ecologicamente
recomendavel em fungdo do elevado teor de matéria orgénica depositada no meio ambiente, se
0s mesmos nao forem reaproveitados. Uma das aplicacOes € a extracdo de colageno a partir de
escamas e peles para industrias alimenticias e farmacéuticas (Vidotti & Gongalves, 2006).

Hé& obtencédo de colagenos e seus derivados dos residuos dos processamentos, sugerem
serem uma boa opc¢do para reduzir os impactos ambientais causados pelos residuos das indutrias
de pescados tendo em vista o0 aproveitamento destes residuos e o emprego dos colagenos e seus
derivados na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Na literatura existe poucos estudos disponiveis sobre a obtencdo e caracterizacdo de
coladgenos dos residuos provenientes do processamento da tilapia. Os estudos encontrados
foram direcionados a pele da tildpia. Neste contexto, este estudo teve por objetivo
caracterizacdo, obtencdo e os efeitos no pre-tratamento com peréxido de hidrogénio no

branqueamento de colagenos do residuo do processamento de tilapia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Extracédo e caracterizacdo do colageno a partir de diferentes residuos do processamento
de tilapia (Oreochromis niloticus) através de hidrolise quimica- enzimatica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os diferentes residuos gerado no processamento de tilapia;
e Testar diferentes métodos e processos de extracdo de colageno;

e Obter o colageno por hidrolise enzimatica,;

e Diferenciar o colageno com e sem branqueamento;

e Caracterizar os colagenos obtidos;

e Avaliar as propriedades dos colagenos.

17



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo sera apresentada a fundamentacédo teorica e a revisao bibliografica sobre
os residuos do processamento da tilapia (Oreochromis niloticus); sobre a producdo mundial de
pescados; 0s métodos de extracdo; obtencdo do coldgeno utilizando pepsina e alguns estudos
disponiveis na literatura sobre colageno extraido de pescados.

3.1 PRODUCAO MUNDIAL DE PESCADO

Segundo os levantamentos estatisticos da FAO a producdo mundial de pescados para o
ano de 2015 foi de aproximadamente 169,2 milhdes de toneladas/ano para peixes, crustaceos,
moluscos e outros animais aquaticos, 0 que representa um aumento de 2,73% em relacdo ao
ano de 2014 que apresentou valores de 164,7 milhdes de toneladas/ano (FAO, 2017).

A pesca contribuiu no ano 2015 com 92,6 milhdes de toneladas/ano, 0 que representa
54,7% da producdo total, apresentando um acréscimo de 1,5 milhGes de toneladas/ano
comparado aos valores do ano de 2014 que sdo 91,1 milhdes de toneladas/ano, que representava
cerca de 55,3% da producdo total. O leve declinio cerca de 0,6% demonstrado nos valores
mencionados acima sobre a contribuicdo da pesca extrativa para 0 montante representativo da
producdo mundial de pescado demonstra uma tendéncia que € significativa quando analisamos
em comparativo (FAQ, 2017). O setor de aquicultura é muito diverso e fragmentado em todo o
mundo, variando de pequenos produtores a grandes empresas internacionais com faturamento
anual superior a R$ 1 bilhdo. (BNDES, 2013).

A aquicultura contribuiu com aproximadamente 45,2% para producdo mundial de
pescado no ano de 2015 com 76,6 milhGes de toneladas/ano, o que representa um aumento de
0,6% na contribuicdo da aquicultura para o montante da producéo de pescado no mundo quando
comparado aos valores estatisticos da FAO para o ano de 2014 que foi 73,6 milhdes
toneladas/ano, que correspondeu a 44,6% da producdo total de pescado daquele ano. (FAO,
2016).

3.2 PRODUCAO DE PESCADOS NO BRASIL

O Brasil é banhado por uma costa maritima de 8,5 mil quilédmetros, possui 12% de toda

a agua doce do planeta, e ainda 8,2 bilhdes de metros cubicos de agua distribuidos em rios,



lagos, agudes e represas. Com condi¢Ges ambientais e climéticas favoraveis e tanta riqueza
natural tem potencial para se tornar um dos maiores produtores de pescado no mundo (MPA,
2015). A piscicultura brasileira produziu 691.700 toneladas em 2017, e possui um crescimento
anualmente de 8% (PEIXE BR, 2017).

A Tildpia é a mais importante espécie de peixes cultivados do Brasil. Segundo
levantamento da Associacao Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR) a espécie representa 51,7%
da piscicultura nacional, com 357.639 toneladas em 2017. A segunda posicdo ndo é de uma
espécie em si, mas de uma categoria de peixes: 0s nativos, que representam 43,7% da producéo
brasileira: 302.235 toneladas (PEIXE BR, 2018).

Os nimeros da Tilapia no pais comprovam sua viabilidade em termos produtivos e como
negocio, ja que a espécie esta presente nos maiores e mais recentes empreendimentos,

principalmente nas regides Sul e Sudeste (PEIXE BR, 2018)

3.3 RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DE PESCADOS

O crescimento populacional e 0 aumento no consumo de produtos industrializados vém
contribuindo para agravar o problema do gerenciamento dos residuos industriais, causados
principalmente, pela maior oferta de produtos que passaram por algum beneficiamento. O
grande volume de residuos gerados pelas industrias, oriundos das mais diversas cadeias
produtivas, cujos descartes indevidos geram grandes impactos negativos ao meio ambiente,
como é o caso dos residuos provenientes da industria pesqueira (Oliveira et al., 2013).

Os residuos do processamento de pescados sdo destinados principalmente a alimentagéo
animal, mas também podem ser reaproveitados para a producdo de fertilizantes ou produtos
qguimicos (Cavalcante Junior et al., 2005; Lee, 1963; Seibel & Soares, 2003). Os residuos
possuem um alto valor nutricional, ricos em proteinas e em &cidos graxos (»-3) 0 que incentiva
o desenvolvimento de produtos para a alimentacdo humana ou para a industria farmacéutica. O
uso de tecnologias com esta finalidade aumenta a capacidade da industria da pesca a ndo sé a
demanda por produtos diferenciados, mas também a busca por alimentos saudaveis e com alto
valor nutritivo, suprindo as necessidades nutricionais, em especial de proteinas animais, dos
setores mais carentes da populacédo, por um preco acessivel (Jorge, 1997; Miranda et al., 2003).

O baixo custo da matéria-prima e a elevada qualidade nutricional, tornam os residuos
oriundos da industria de processamento de pescado extremamente atrativos, quando foco é

utiliza-los para producdo de subprodutos agregando valor, diminuindo assim o impacto
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ambiental e aumentando a rentabilidade da indlstria. Estudos recentes identificaram a
predisposicdo dos residuos do processamento do pescado para a producdo de coprodutos tais
como a farinha de pecado (Aguiar & Goulart, 2014).

Os residuos do processamento de pescados constituem em uma rica fonte de
micronutrientes, minerais, &cidos graxos essenciais e proteinas. A proteina de peixes, crustaceos
e moluscos (excluidos plantas aquéaticas e mamiferos marinhos) representa cerca de 20% das
fontes alimentares de proteina animal consumidas no mundo (FAO, 2007). As proteinas
musculares do peixe possuem elevado valor bioldgico, com uma composicdo balanceada em
aminoacidos, particularmente aqueles limitantes em proteinas de origem vegetal, como a

metionina e a cisteina (Neves et al., 2004).

3.4 TILAPIA (Oreochromis niloticus)

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de tilapia. Em 2017 foram cultivadas 357,6
mil toneladas, obteve um desempenho 16% maior que em 2016 (IBGE, 2017). Segundo Kubitza
(2015), apesar de o Brasil ser um grande produtor de frango, bovinos e suinos, a aquicultura foi
0 setor de carnes que apresentou maior incremento percentual em producéo entre 2004 e 2014,
com crescimento anual médio de 8%, contra 5,1% para bovinos, 4,1% para o frango e 2,9%
para suinos. Destacando a industria de producdo de tilapia no Brasil que vem crescendo nos
ultimos anos.

Mais de 50% dos residuos do processamento de pescados produzidos é apresentado no
final da linha de producéo na forma de residuo, sendo que cerca de 30 milhdes de toneladas ndo
tem quaisquer aplicacOes, pois, ndo possuem aproveitamento por conta de limitagdes
mercadoldgicas e tecnoldgicas (Dragnes et al., 2009; Martins, 2011). No Brasil o pescado de
agua doce de maior interesse industrial e comercial € a tilapia, sendo processada para obtencédo
de filés frescos ou congelados, onde o seu rendimento médio é de aproximadamente 30% e 0s
outros 70% sdo residuos que incluem cabeca, carcaca, visceras, pele e escamas (Aguiar et al.,
2014).

Estudos vém abordando sobre a obtencdo de colageno de diferentes fontes animais
(principalmente de pescados) como alternativa ao colageno bovino em virtude da Encefalopatia
Espongiforme Bovina (BSE) e como alternativa ao colageno suino para os paises de religido
mugulmana. Porém, ndo h& muitos estudos disponiveis sobre o colageno de residuo do

processamento da tilapia.
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Segundo a agroindustria parceira deste projeto, Cooperativa Agroindustrial Consolata
(Copacol), o volume de residuo do processamento de tilapia é grande e atualmente a empresa
destina este residuo para fabricacao de ragdo com um baixo valor.

O residuo do processamento da tilapia contém alto teor de proteinas, o que o torna uma
alternativa promissora para obtencdo de colageno, permitindo a agregar valor a este residuo,

visto que colagenos e hidrolisados possuem elevado valor comercial.

3.5 COLAGENO

O colageno é um produto de alto valor comercial e tem sido fonte de estudos para uso
industrial devido a sua abundancia no tecido animal (bovinos, suinos, caprinos, ovinos, peixes,
anfibios, entre outros) (Fauzi et al. 2016; Masilamani et al. 2016; Krishnamoorthi et al. 2017).
Dentre os varios subprodutos utilizados para obtencdo de coldgeno destacam-se 0s peixes,
especialmente devido a sua disponibilidade, auséncia de risco de transmissdo de doencas,
barreiras religiosas, alto rendimento no processo de extracdo e auséncia de toxicidade
(Senaratne et al. 2006; Krishnamoorthi et al. 2017).

O termo coléageno deriva das palavras gregas Kolla (cola) e Genno (producgéo) (Olivo
et. al, 2001). O colageno é uma das principais proteinas estrutural do reino animal, constitui
cerca de 30% de toda a matéria-prima organica do corpo dos animais e 60% das proteinas totais
do corpo (Ockerman et. al, 1994). O termo “colageno” ¢ atualmente utilizado para denominar
uma familia de pelo menos 27 isoformas de proteinas encontradas em tecidos conjuntivos ao
longo do corpo, como nos 0ssos, tenddes, cartilagem, veias, pele, dentes e musculos
(Damodaran et. al, 2010; Deman et. al, 1999).

Existem diferentes tipos de colagenos nos vertebrados, em geral possuem cerca de 35%
de glicina (Gly), 11% de alanina (Ala) e 21% de prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp). A
sequéncia de aminoacidos no colageno é geralmente uma unidade tripeptidica repetitiva, GlyX-
Y, sendo frequentemente X a Pro e Y a Hyp (Nelson & Cox, 2005).

O coléageno Tipo | € o mais abundante e pode ser encontrados na pele, tenddes,
ligamentos e ossos. O colageno Tipo | é uma proteina macromolecular constituida de trés
cadeias polipeptidicas (duas o1 € uma a2) que estdo sob a forma helicoidal em sua porcéo central
e nas extremidades aminica e carboxilica permanecem na forma globular (Torley et al. 2000).

O coléageno do Tipo Il ocorre praticamente exclusivamente em tecido de cartilagem e

acredita-se que a subunidade a1(IT) seja semelhante a a1(1). O coldgeno do Tipo 111, é fortemente
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dependente da idade: uma pele muito jovem pode conter até 50%, mas, com decorrer do tempo,
pode ser reduzido para 5 a 10%. Os outros tipos de colageno estdo presentes apenas em
quantidades muito reduzidas, principalmente em Orgdos especificos, como laminas basais,
cornea, musculo do coragdo, pulmao e mucosa intestinal (Schrieber & Gareis, 2007; Karim &
Bhat, 2009).

O colageno é um importante biomaterial, que possui muitas aplicacbes nos campos
biomédicos, farmacéuticos e alimenticios, isso devido a sua fraca antigenicidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade. H4 um grande interesse e estudo na
utilizacdo do colageno, na regeneracao de tecidos (pele, substitutos de 0ssos, implantes, tenddes
artificiais, vasos sanguineos, implantes de coOrnea e regeneracdo de cartilagem), no
encapsulamento de farmacos , formulacdo de cosméticos, e mais recentemente, na formacéo de
filmes e revestimentos para alimentos e hidrogel para sistemas de liberacdo controlada de
compostos quimicos importantes ( Kozlowska et al., 2015; Veeruraj et al., 2015; Boccafoschi
et al., 2005).

Na Tabela 1 podemos observar os tipos e a distribuicdo tecidual do colageno no
organismo de mamiferos. Até o presente momento, foram identificados 29 tipos genéticos
distintos de colageno, muitos dos quais com caracteristicas Unicas e alguns com caracteristicas
inter-relacionadas; contudo, todos sendo formados por subunidades polipeptidicas designadas
de cadeias (Chung et al. 2010; Zeugolis et al. 2011; Fauzi 2016). Nove deles séo frequentemente
disponiveis, incluindo os colagenos dos Tipos I, II, 111, 1V, V, VII, IX, Xl e XII (Fauzi, 2016)
e podem ser divididos em tipos fibrilares e colagenos néo fibrilares. Os tipos fibrilares I, 11 e 111
formam fibrilas de colageno tipicas com uma periodicidade axial de 67nm e séo os colagenos
mais abundantes (An et al. 2016).
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Tabela 1 — Principais tipos de colageno e distribuicédo tecidual

Tipo Composicéo
molecular

Distribuicéo tecidual

Colageno formadores de fibrilas

I [al(D)]2a2(T)

I [al(ID)]3

Il [a1(1IT)]3

\ al(V), a2(V), a3(V)

XI al(XI) 2(XD)a3(XI)
Colageno da membrana basal

v [al(IV)]2(IV); al— a6

Colageno microfibrilar

Pele, tenddo, o0sso, dentina.

Cartilagem, corpo vitreo, nucleo pulposo.
Pele, parede dos vasos, fibras reticulares da maioria dos tecidos.

Pulmdo, cornea, 0ssos, tecidos fetais; juntamente com o colageno tipo |.

Cartilagem, corpo vitreo.

Membranas basais.

Vi al(VI), a2(VI), a3(VI) Derme, cartilagem, placenta, pulmdes, da parede do vaso, disco intervertebral.

Fibrilas de ancoragem
VIl [al(VID]3

Pele, juncGes epidérmicas, cérvix.

Colagenos formadores de rede hexagonal

VI [al(VIID]262(VII)
X [03(X)]3

Colagenos FACIT

IX  al(IX)o2(IX)o3(IX)
X1l [al(XID]3

XV [al(XIV)]3

XIX  [al(XIX)]3

XX [al(XX)]3

XX [al(XXI)]3

Colagenos transmembranares

X [al(XIIT)]3

XVIlI [ol(XVII)]3
Multiplexin

XV [al(XV)]3

XVI  [al(XVD)]3
XV [al(XVID]3

Células endoteliais.
Cartilagem hipertréfica.

Cartilagem, humor vitreo, cornea.

Pericdndrio, ligamentos, tenddes.

Derme, tenddo, da parede do vaso, placenta, pulmdes, figado.
Rabdomiossarcoma humano.

Epitélio da cornea, pele embrionaria, cartilagem esternal, tenddo.

Parede de vasos sanguineos.

Epiderme, endomisio, intestino, condrdcitos, pulmdes, figado.
JuncBes derme-epidérmicas.

Fibroblastos, células musculares lisas, rim, pancreas.

Fibroblastos, queratinécitos.
Pulmdes, figado, timo, muasculo, intestino, pele.

Fonte: Adaptado de Gelse (2003).
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Os colagenos Tipos 1, 11, 11, V, X, XXIV e XXVII alinham-se em grandes fibrilas
extracelulares e sdo designados como colagenos formadores de fibrilas ou colagenos fibrilares
(Zeugolis & Raghunath 2011). Tipo IV é organizado em um entrelacamento dentro das
membranas basais, enquanto o Tipo VI forma microfibrilas distintas e o Tipo VII forma fibrilas
de ancoragem (Olsen, 1995; Teruel, 1997; Uitto et al. 2008; Chung & Uitto, 2010).

Os coldgenos associados as fibrilas sdo estruturas curtas que ligam as fibrilas de
colageno umas as outras e 0s outros componentes da matriz extracelular, pertencendo a este
grupo os colagenos dos Tipos IX, X1, XIV, XIX, XX e XXI (Olsen, 1995; Teruel, 1997; Uitto,
Chu 2008; Chung & Uitto, 2010). O colageno do Tipo XXVIII ja foi expresso no figado, timo,
masculo, intestino e pele de espécies de peixes (Gebauer, Kobbe, Paulsson & Wagener, 2015).
Uma baixa abundéncia de colagenos dos Tipos V e XI, mas eles sdo encontrados associados
com os Tipos | e Il, no 0sso e na cartilagem, bem como em outros tecidos, com importante

participacdo na funcdo de resisténcia a tensdo (Daboor et al. 2010; Junqueira & Carneiro 2011).

3.6 OBTENCAO DO COLAGENO

O colageno pode ser obtido basicamente por hidrélise quimica e hidrolise enzimatica
(Zavareze et al., 2009), a hidrolise quimica € mais comumente utilizada na pratica industrial,
porém os processos bioldgicos que utilizam adigcdo de enzimas sdo mais promissores quando se
deseja produtos com alta funcionalidade e valor nutritivo (Martins et al., 2009).

Para a extracdo do colageno, é necessario remover numerosas ligacfes cruzadas
covalentes intra e intermoleculares, principalmente envolvendo residuos de lisina e
hidroxilisina, 8 ligacdes éster e outras ligacdes com sacarideos, 0 que torna o processo bastante
complexo (Ran & Wang, 2014).

Antes da extracdo do colageno e realizado um pré-tratamento, para remocdo das
impurezas e das proteinas ndo colagenosas. Ha varios estudos de diferentes métodos de extracéo
de colageno. Os métodos de extracdo comumente empregados baseiam-se na solubilidade do
coldgeno em solugbes salina neutra, acidas e acidas adicionadas de enzimas. Estudos tém
realizado extracdes consecutivas do colageno, com sal, acido e enzimas, a fim de determinar o
melhor método de extracdo, para obtencdo de maiores rendimentos e colagenos de melhor
qualidade (Wang et al., 2014; Li et al., 2013, Nagai et al., 2014).

Wang et al. (2014) isolaram e caracterizaram colageno da pele de peixe Amur sturgeon

(Acipenser schrenckii) e realizaram a extragdo em solucéo salina, seguida de extragdo em &cido



acético e posteriormente extracdo com pepsina, os rendimentos foram 4,55%, 37,42% e
52,80%, respectivamente. Todos os coladgenos isolados mantiveram a estrutura de tripla hélice
e eram compostos principalmente por colageno tipo I, com morfologia e perfil de aminoacidos
semelhantes. A analise de FTIR indicou mais liga¢fes de hidrogénio no colageno soltvel em
pepsina e mais ligacGes cruzadas intermoleculares no colageno soltvel em acido. Os diferentes
coladgenos também apresentaram algumas diferencgas na estabilidade térmica, que poderia ser
atribuido ao nivel de hidratacdo, o niUmero e natureza das ligacGes cruzadas covalentes.

Dentre as varias espécies utilizadas para a obtencdo de coladgeno, 0s peixes merecem
atencdo especialmente devido a sua grande disponibilidade, auséncia de riscos de transmissédo
de doencas, de barreiras religiosas, alto rendimento no processo de extragdo e auséncia de
toxicidade (Senaratine et al., 2006). Segundo Song et al. (2006) relatam que indmeros tecidos
como pele, 0ssos, nadadeiras e escamas que constituem o pecado, podem ser utilizados para
extracdo de colageno e que apesar de apresentar propriedades fisico-quimicas diferentes do
colageno originario de tecidos de mamiferos, vem sendo utilizado em substituicdo ao mesmo.

Kittiphattanabown et al. (2010) extrairam coldgeno de cartilagens de tubardo
(Chiloscyllium punctatum e Carcharhinus limbatus), a extracéo foi realizada com &cido acético
e, posteriormente o residuo foi extraido com pepsina. O colédgeno extraido por pepsina
apresentou rendimento muito superior ao colageno extraido com acido, além disso, 0s espectos
de ambos os colagenos obtidos por FTIR foram bastante semelhantes, sugerindo que a hidrélise
com pepsina ndo afeta a estrutura secundaria de colageno, especialmente a estrutura tripla
hélice.

No Quadro 1, pode-se observar alguns estudos que avaliaram a obtencdo do colageno
partir de diferentes matérias-primas, pré-tratamentos, procedimentos de extracdo e diferentes

tipos de caracterizacdes.
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Quadro 1 — Estudos que mencionaram a extracao de colagenos de pescados disponiveis na literatura.

Matéria-Prima

Pré-tratamento

Procedimento de extracao

Caracterizacao

Referéncia

Extragdo com &cido acético 0,5 M,

Extracdo com NaOH 0,15 1:10 (p/v), durante 48 ha 4 °C. SDS-PAGE
Bexiga natatoria de M 1:10 (p/v), por 2h a4 | Hidrolise com extrato de estbmago FTIR
atum albacora °C e alcool butilico 10%, de atum albacora (20 unidades/g DSC Kaewdang et al
(Thunnus albacares) 1:10 (p/v), por 12 h. de bexiga natatdria) em &cido Solubilidade. (2014) '
acetico 0,5 M 1:10 (p/v), por 48 h Potencial Zeta.
a4 -°C.
Cartllagean de Hidrolise &cida com &cido acético SDS-PAGE
tubardo Desengorduramento com 0,5 M, 1:15 (p/v), por 48 h Fracionamento em coluna
(Chiloscyllium NaOH 0,1 M, 1:10 (p/v), R Y .
A seguida de hidrdélise enzimatica, cromatografica. e
punctatum e por 6 h e descalcificacdo com pepsina porcina (40 Mapeamento de peptideos Kittiphattanabawon
Carcharhinus EDTA 0,5 M, 1:10 (p/v), idades/a d ’d cid DSC ' et al. (2010)
limbatus) por 40 h, ambos a 4 °C. unigades/g de r.e3| uo) em acido ;
acetico 0,5 M 1:15 (p/v) por 48 h, Potencial Zeta.
ambas a 4°C. FTIR
Extragdo com NaCl 0,45 M 1:100 Microscopia eletronica de
(p/v) durante 24 h. varredura.
Pele de Amur Homogeneizagdo com Seguida por extracdo com &cido DSC
esturjdo (Acipenser | NaCl 20%, por 3 vezes a4 | acético 0,5 M por 2 vezes de 24 h. Dicroismo circular (CD). Wang et al. (2014)
schrenckii) °C. Ap0s extracdo com pepsina (0,1%) Perfil de aminoacidos.

em HCI 0,01 M durante 48h.
Todas as operacdes a 4 °C.

SDS-PAGE
FTIR




Pele e 0ssos de
cavala
(Scomberomorous
niphonius)

Pele:
Desengorduramento com
NaOH 0,1 M, 1:10 (p/v),

por 2 dias a 4 ° C. Extracéo
com alcool butilico 10%
durante 2 dias.

Ossos:

Extracdo com NaOH 0,1
M, 1:20 (p/v), durante 48
h. Descalcificacdo com
EDTA-2Na 0,5 M por 5
dias. Extracdo com alcool
butilico 10% por 2 dias.

Pele:
Extragdo com &cido acético 0,5 M,
1:15 (p/v), durante 24h, seguida de
extragcdo com pepsina (750 U/mg)
em &cido acético 0,5 M, 1:15 (p/v),
a4 ° C durante 2 dias.
Ossos:

Extragdo com &cido acético 0,5 M,
1:15 (p/v), por 3 dias. Com
posterior extragdo com pepsina (20
U/g de residuo) em &cido acético
0,5M, a4 ° C por 2 dias.

Teor de hidroxiprolina.
Perfil de aminoacidos.
SDS-PAGE
FTIR
Viscosidade da solugéo de
colageno.
Solubilidade.

Mapeamento de peptideos.
Ultraestrutura do colageno.

Li et al. (2013)
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3.7 APLICACAO DO COLAGENO

O colageno apresenta diversas aplicacdes na industria farmacéutica, cosmética, e
fotografica e na area de alimentos, recentemente, aumentaram as aplicacdes de colageno como
emulsificante, agente de liga, estabilizante, encapsulamento de micro-organismos e formagéo
de biofilmes (Kim & Mendis, 2006; Goméz-Guillén et al., 2011).

O grande interesse das propriedades funcionais do colageno ndo se resume apenas ao
envelhecimento, mas sim, nos humerosos e recentes estudos que abrangem todas as areas do
conhecimento, onde a anélise destas moléculas permite maior compreensao da origem de varias
doencas decorrentes da sintese defeituosa, excesso ou insuficiéncia da producdo destas
proteinas, associando-as a sindromes raras, ma formacdes e fraturas dsseas, problemas de
locomocdo e de pele, escleroses multiplas e até obitos relacionados a ruptura de artérias e
intestino (Duarte, 2011).

Na medicina e na area odontoldgica os biomateriais criados a partir do colageno
representam uma alternativa terapéutica com aplicacdo variada ja que apresentam grande
biocompatibilidade e capacidade de promover a cura de feridas. Na area biomédica, tem sido
utilizado para a reparacéo da parede abdominal, tend&o, ligamento, reparacédo de feridas, entre
outros (Oliveira et al., 2010).

O colageno vem sendo utilizado nas formulagdes de produtos carneos, além de melhorar
a elasticidade, a consisténcia e a estabilidade, caracteriza-se como uma alternativa para o
incremento no consumo de coladgeno pelo consumidor, podendo a industria desenvolver e

ofertar produtos funcionais (Prestes, 2013).

3.8 PEROXIDO DE HIDROGENIO

Poucos estudos utilizando o perdxido de hidrogénio no branqueamento de colagenos.
No entanto, os pigmentos dos residuos de pescados podem ocasionar problema na cor dos
coldgenos, o branqueamento é uma alternativa que pode ser realizado antes extragdo dos
colagenos. O peroxido de hidrogénio um oxidante que & amplamente utilizado como agente de
branqueamento no processamento de frutos do mar (Kolodziejska, Sikorski, & Niecikowska,
1999; Thanonkaew et al. 2008).
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Kolodziejska et al. (1999) relataram que a imersdo da pele de lula H2O2 a 1% em NaOH
0,01 M por 48 h melhore a cor dos colagenos extraidos. A decomposi¢do de H>O2 em solugéo
aquosa ocorre por dissociacdo e homolitica clivagem das ligacées O-H ou O-O, com a formacéo
de produtos altamente reativos: o anion hidroperoxil (HOO") e o hidroperoxil (HOQ) e hidroxila
(OH ) radicais, que podem reagir com muitos substancias, incluindo cromat6foros (Perkins,
1996). Lavar com agua contendo H2O, também mostrou um efeito de melhoramento na cor da
gelatina do surimi (Phatcharat, Benjakul, & Visessanguan, 2006).

O peréxido de hidrogénio é amplamente utilizado na industria de cefalopodes
(moluscos) como um agente de branqueamento. O cefalépode precisa passar pelo
branqueamento, pois a carne e as visceras possuem pigmentos escuros, que sao indesejaveis
para os consumidores (Thanonkaew et al., 2008).

De acordo com Lynch et al. (1995) os agentes clareadores, a base de peroxido, podem
produzir radicais livres e altamente reativos. Esses radicais livres, derivados do oxigénio,
degradam a molécula cromatogénica organica em moléculas menores, e menos pigmentadas,

via processo oxidativo ou, ocasionalmente, por reducéo.
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RESUMO

Os residuos do processamento da tilapia chegam a 70%. O Brasil se destaca na produgao
de til&pia, ocupando a quarta posic¢ao no canario mundial, assim a obtencdo do colageno a partir
dos residuos do processamento da tilapia podem ser uma alternativa para agregar valor a este
residuo. O objetivo deste estudo foi a obtencdo e caracterizacdo de trés residuos do
processamento de tilapia (Oreochromis niloticus): carcaca (C), residuo da carcaca (RC) e pele
(P). Os residuos do processamento da tilapia aprensentaram diferencas significativas (p>0,05)
em seu teor de proteinas (C=13,13%; RC=15,36% e P=28,21%). Os colagenos obtidos da
carcaca, residuo da carcaca e pele apresentaram rendimentos de 8,75, 16,93 e 27,5%,
respectivamente. As analises de SDS-PAGE e FTIR demostraram que os colagenos obtidos séo
constituidos principalmente do colageno tipo I. Diante deste estudo a obtencdo de colageno a
partir dos subprodutos mostrou-se ser uma alternativa aos colagenos de mamiferos e com
grande potencial e aplicacdo industrial, agregando valor aos residuos do processamento de
pescados. O melhor residuo do processamento de tilapia foi a pele, pois, obteve um elevado

rendimento.

Palavras-chave: Tilapia; Pepsina; FTIR; Eletroforese.
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1 INTRODUCAO

A tilapia (Oreochromis niloticus) é um dos peixes mais importantes cultivados no
Brasil, segundo levantamento da Associacdo Brasileira da Psicultura (PEIXE BR), a espécie
representa 51,7% do mercado, em 2017 a produgéo no Brasil foi de 357.639 toneladas.

De acordo com Cho et al. (2014) a aquicultura brasileira passou por importantes
transformacdes, o pescado é considerado um produto de grande interesse por conter elevado
teor de proteina bruta. Com o aumento do consumo de pescado se tem uma variedade de
residuos do processamento gerados pela indUstria, tais como cabeca, cauda, escamas,
barbatanas, bexiga natatéria, cartilagens, visceras e pele (Oliveira et al., 2017a; 2017b), os
residuos representam mais de 50% do peso do pescado se tornando um prejuizo ambiental e
econémico quando descartado inadequadamente (Ferraro, Anton & Santé-Lhoutellier, 2016).

A partir dos residuos descartados surge a alternativa do reaproveitamento para extragao
de biomoléculas, como colageno, colagenases, pepsina, tripsina, quimotripsina (Masilamani et
al, 2016; Oliveira et al., 2017a; 2017b).

Alguns estudos vém abordando a obtencdo de hidrolisados proteicos e colageno de
diferentes fontes animais (principalmente de pescados) como alternativa ao colageno bovino
em virtude da Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) e como alternativa ao colageno suino
para os paises de religido muculmana. Porém, ndo ha muitos estudos disponiveis sobre colageno
extraido residuos do processamento de pescados (Goméz-Guillén et al., 2009; Goméz-Guillén
et al., 2011; Kaewdang et al., 2014; Kittiphattanabawon et al., 2005a; Kittiphattanabawon et
al., 2010b).

O colageno representa cerca de 30% da proteina animal total, sendo o principal
constituinte da pele, tenddes, cartilagens, 0ssos e dos tecidos em geral, (Damodaran et al. 2010).
O colageno apresenta inimeras aplicacBes nas industrias farmacéutica, cosmética, fotografica
e alimenticia (Kim and Mendis, 2006; Goméz-Guillén et al., 2011).

O processo de filetagem da tildpia, gera um residuo constituido da carcaca, pele,
escamas e visceras. Com isso temos que de 50 % a 70 % da matéria-prima do pescado €
considerada residuo de processamento (Sucasas, 2011), este ndo possui valor comercial,
tornando-se assim, um problema ambiental quando ndo descartado da maneira correta (Silva,
2010).

A quantidade de residuos solidos gerados na indutria de pescado, torna-se relevante o

reaproveitamento dos residuos do processamento como subprodutos com valor comercial,
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visando a diminuigdo do impacto ambiental e também o aumento do rendimento produtivo
(Sucasas, 2011). Uma alternativa € a utilizacdo de processos biotecnologicos para a
transformacdo deste em produtos rentaveis, a realizacdo da obtencdo de colagenos e seus
derivados. Consiste na utilizacdo de enzimas visando a quebra das proteinas de cadeias longas
em cadeias menores que possam ser recuperadas e utilizadas em produtos nas inddstrias
alimenticias e farmacéuticas (Santos, 2011; Lunelli, 2015). O presente estudo teve como

objetivo a caracterizacdo e obtencao de colagenos dos residuos do processamento de tilapia.
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2 MATERIAL E METODOS

Os residuos do processamento da tilapia (Oreochromis niloticus) foram doados pela
Cooperativa Agroindustrial Consolata (Copacol) unidade de Cafeléandia (PR). Os residuos
foram congelados e mantidos em freezer (Metalfrio, VF50F) a -22°C até a utilizagdo.

Os residuos utilizados para obtencéo e caracterizacdo de coldgeno foram: carcaca (C),

residuo de carcaca (RC) e a pele (P).

2.1 Caracterizacdo da matéria-prima

Para a composicdo centesimal dos residuos do processamento da tilapia (carcaca,
residuo de carcaca e pele), foram realizadas as seguintes determinacdes: pH (determinacédo
eletométrica), protideos (método Kjedahl modificado), umidade (105°C) e cinzas (incineracdo
550°C) seguindo a metodologia descrita pele AOAC (1996). A determinacdo de lipidios foi
segundo a metodologia Bligh & Dyer (1959), extracdo com solvente a frio.

2.2 Obtencédo dos colagenos
Pré-tratamento:
C,RCeP
NaOH 0,4 M 1:15 (w/v), por 24h (troca de
solucgéo a cada 6 h)
EDTA-2Na 0,4 M (pH 7,5) 1:10 (w/v) por
2 dias. (C e RC)
Alcool butilico 10% 1:10 (w/v) por 36 h
(troca de solucdo a cada 12 h)
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Extracao do colageno:

C,RCeP
Extragdo com pepsina 1% em &cido acético
0,5 M 1:15 (w/v), por 36h.

v

Filtracdo através de tecido de algodao.
Precipitacdo por NaCl até a concentracédo
final de 2,6 M em 0,05 M de tris
(hidroximetil) aminometano, pH 7,5.

¥

Centrifugacéo a 20.000 xg por 30 min a 4°C

v

Dissolver o colageno em &cido acético
0,5 M.

v

Dialise com &cido acético 0,1 M e agua

destilada por 2 dias (ambos com troca de

solucdo a cada 12 h).

2.3 Pré-tratamento

Para a remocdo das impurezas foi realizado um pré-tratamento nos residuos do
processamento da tilapia seguindo metodologia de Singh et al. (2011) com adaptagdes. Para
retirar as proteinas ndo colagenosas utilizou-se uma solucéo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,4
M por 24 horas com trocas a cada 6 horas da solucdo, com razdo amostra/solucdo alcalina 1:15
(p/v), para descalcificacao da carcaca e do residuo de carcaca, utilizou-se uma solucéo de EDTA
(Acido Etilenodiaminatetracético Dissédico) 0,5 M (pH 7,5) por 2 dias. A gordura foi removida
utilizando uma solucdo de &lcool butilico 10% por 36 horas, com razdo sélido/solvente de 1:10

(p/v), com troca do solvente a cada 12 horas.
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2.4 Extracéo enzimatica

Ap0s o pré-tratamento dos residuos do processamento da tilapia, o colageno foi extraido
com a enzima pepsina seguindo a metodologia proposta por Kittiphattanabawon et al. (2010)
com modificagGes. Foi adicionado acido acético 0,5 M, contendo a enzima pepsina (extraida da
mucosa gastrica porcina, em pd, >400 unidades/mg de proteina, Alphatec), na proporcdo 1:7
enzimas/proteinas, com razdo sélido/solvente de 1:15 (p/v) em Erlenmeyer. A solucéo contendo
pepsina e &cido acético ficou sobre agitacdo continua por 36h, seguido de filtracdo através de
tecido de algodao. Todos os procedimentos do pré-tratamento e extracdo foram realizados sob
agitacdo em Incubadora Shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil) a 160 rpm a uma temperatura
de 4°C.

Ap0s o pré-tratamento e filtracdo, os colagenos foram precipitados na presenca de 0,05
M de tris (hidroximetil) aminometano, em pH 7,5, através da adicdo de NaCl até concentragdo
final de 2,6 M. O colageno precipitado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos, em
centrifuga refrigerada (Centrifuga Eppendorf 5804/5804 R) a 4 °C, posteriormente foi realizada
a didlise em membrana de celulose (Typical molecular weight cut-off 14.000 KDa, Sigma, St.
Louis, USA), com acido acético 0,1 M e agua destilada por dois dias, ambos a 4 °C sob agitacéo,
com troca da solugdo a cada 12 horas. Apés todo o processo de extracdo do colageno, foi
congelado em freezer (Metalfrio, VF50F) a -22 °C e liofilizado em liofilizador (Terroni, LS
3000, Séo Carlos, Brasil).

2.5 Rendimento

Os rendimentos dos colagenos foram calculados em base do peso da amostra do preé-
tratamento (amostra umida) em relacéo ao peso da amostra liofilizada (amostra seca), de acordo
com equacao:

) peso do colageno liofilizado (g)
Rendimento(%) = — x 100
peso inicial (Gmido) da pele (g)
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2.6 Caracterizacdo dos coladgenos

2.6.1 Composicao centesimal

Para a composicdo centesimal dos colagenos, foram determinados: protideos, umidade,
cinzas e pH seguindo a metodologia descrita pela AOAC (1996). E para lipideos seguiu a

metodologia de extracéo a frio, descrita por Bligh & Dyer (1959).

2.6.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliacdo das caracteristicas estruturais foi realizada analise de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR em equipamento Shimadzu IR Prestige-
21 (Shimadzu Corporation, Japan) utilizando a técnica de transmitancia em pastilhas de KBr,
no intervalo de 400 a 4.000 cm™. Foram realizadas 16 varreduras por espectro e 2 cm™ de

resolucéo.

2.6.3 Andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para as andlises de eletroforese em gel seguiu a metodologia proposta por Laemmli
(1970) com modificacdes. As amostras foram diluidas em agua millig e posteriormente foram
adicionados 40 pL de &cido tricloroacético (TCA) 60% e 100 pL de 4gua millig em 200 pL de
amostra em tubos de centrifuga do tipo eppendorfs, as amostras com a solucao ficaram em over
night por 12 horas em freezer. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg, 4
°C por 30 minutos, o sobrenadante foi retirado, tomando cuidado para que o pellet ndo fosse
desfeito. Foi adicionado 100 pL de solucédo gelada de acetona 90%, a fim de lavar o pellet sem
desfazé-lo, foi feita nova centrifugacdo por 30 minutos. Novamente o sobrenadante foi
removido e adicionado mais 100 pL de acetona 90% gelada e centrifugado nas mesmas
condigdes, removendo novamente o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido com 50 pL
do tampao da amostra com 5% de B-mercaptoetanol, apos as amostras foram desnaturadas em
banho-maria a 100 °C por 10 minutos.

Utilizou-se gel de resolugéo 7,5% e gel de empilhamento 2,5%, onde foram adicionados
20 pL das amostras a serem analisadas e 15 pL do padrdo de massa molar e submeteu-se a

eletroforese a 150V e 30 mA, por aproximadamente 3 horas, em cuba de eletroforese vertical.
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Subsequentemente, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad
Laboratories Inc., Richmond, VA, USA) 0,1% por aproximadamente 12 horas. Posteriormente
0 gel foi descorado com aquecimento em &gua destilada em micro-ondas até a perfeita

visualizacdo das bandas.

2.7 Andlise Estatistica

Para a caracterizacdo das matérias-primas e dos colagenos todas as analises centesimais
foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA) e Teste de Tukey com nivel de significancia de 95% (p<0,05), utilizando Statistica®
9.0 (STATSOFT Inc., Tulsa, OK, EUA).

Para a obtencdo dos espectros por FTIR, cada espectro foi tratado com a absorbancia
normalizada entre O e 1, suavizada (15 pontos), corrigida na linha de base e removida a zona de
CO2 usando o software Shimadzu IRsolution 1.40. Em seguida, uma tabela com todos os dados
foi construida usando o comprimento de onda como coluna e as amostras como linhas, e entéo,
os espectros de FTIR foram confeccionados no aplicativo SAS® - Statistical Analysis System
versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary - NC, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da matéria-prima

Os resultados da composi¢cdo centesimal dos residuos do processamento (carcaca,
residuo da carcaca e pele) da tilapia (Oreochromis niloticus) estdo apresentados na Tabela 1.
Pode-se observar que a pele da tilapia possui um elevado teor proteinas em base Umida
(28,21%) quando comparada com a C e RC (13,13 e 15,36%), sendo semelhante aos valores
descritos por Muyonga et al. (2004).

Os residuos do processamento da tilapia apresentaram um teor de umidade para C
(71,17%), RC (55,38%) e P (69,14%), estando proximo ao teor encontrado por Hoinacki
(1989), que variaram entre 60 e 70 %. Os teores de cinzas encontrados mostraram diferenca
significativas entre si (p<0,05) a P (0,17%) ficou abaixo dos valores encontrado por Franco et
al. (2013) e Muyonga et al. (2004), gque encontraram respectivamente 1,82%, 3,7% em espécies

jovens e 6% em adultos de cinzas na pele da tilapia, essa diferenca deve-se a maior calcificacao
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das escamas em funcdo da idade do pescado, os valores encontrados de cinzas para C e RC

(7,63 e 10,57%) foram respectivamente elevados, isso devido ao alto teor de matéria mineral.
Na Tabela 2 observase que os pré-tratamentos para C, RC e P, foram eficiente uma vez

que se conseguiu diminuir os niveis de cinzas e lipideos, tornando a proteina o principal

constituinte do residuo pré-tratado,

3.2 Rendimento

Os rendimentos encontrados para os colagenos dos residuos do processamento de tilapia
foram de C (8,75%), RC (16,93%) e P (27,5%). O rendimento obtido da pele de tilapia foi
superior ao encontrado por Zhang et al. (2016) que obtiveram um rendimento em pepsina
solvel de 21,8% para a pele de tilapia (Oreochromis niloticus), mas muito parecido com ao
encontrado na pele de bagre-americano (Ictalurus punctatus) de 28,8% (Zhang et al. 2016).
Entretanto o rendimento foi bem inferior ao encontrado Wang et al. (2007) na pele do cantarilho
do Atlantico (Sebastes mentella) (92,2% em peso umido). O rendimento da C foi proximo ao
encontrado por Kittiphattanabawon et al. (2010a) na pele do tubardo-bambu (Chiloscyllium
punctatum) 8,36% em peso Umido. Bhagwat & Dandge (2016) encontraram nas escamas de
carpa (Cyprinus carpio) 9,79% semelhante ao encontrado no RC.

O rendimento da extracdo dos colagenos pode variar de acordo com a fonte enzimatica
e o0 tipo de extracdo. Jamilah et al. (2013) relataram combinacdes entre métodos para o
isolamento de colageno na pele de barramundi (Lates Calcarifer), e obtiveram rendimentos de

8,1, 43,6 e 44,0% para extracdes utilizando &cido, pepsina e papaina, respectivamente.
3.3 Caracterizagao do colageno
3.3.1 Composicao centesimal

A Tabela 3 apresenta a composicdo centesimal dos colagenos dos residuos do
processamento da tilapia (C, RC e P). Pode-se observar que a proteina foi o principal
constituinte da Ccol, RCcol € Pcol (87,75, 85,74 e 90,20%, respectivamente),” sendo semelhantes

aos valores encontrados no colageno na pele da tilapia por Basso et al. (2013) e Muyonga et. al
(2004) 91,24 e 92,8% de proteina, respectivamente.
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Os teores da RCcol € Pcol encontrado para umidade foram préximos aos encontrado na
gelatina da pele de tilapia (Oreochromis niloticus) 9,3% (Bueno et al. 2011). Trindade (2010)
encontrou valor semelhante (12%) no teor de umidade, préximo ao encontrado no Cco de
10,29%

Os teores de cinzas encontrados no Ceol € RCcol (3,74 € 2,90%) foram superiores aos
valores encontrados por Haug et al. 2004) (0,82%), mas bem proximo do valor encontado na
Pcol (0,87%). O teor de lipideos encontrado foi superior ao obtido por Alfaro (2008) obteve teor

de 0,25% de lipideos em gelatina a partir da pele de tilapia.

3.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos residuos dos colagenos de tilapia exibiram picos
caracteristicos de Amida A e B, bem como Amida I, 11, I1l, como podemos observar na Figura
1 e a descricdo correspondente dos picos na Tabela 4. Os principais picos dos espectros de
colageno da pele da tilapia foram semelhantes aos do colageno purificado de outras espécies de
peixes (Kaewdang et al. 2014; Singh et al., 2011; Zhang et al. 2014).

A banda da amida A foi encontrada no niimero de onda de 3325 cm™ , de acordo com
Doyle et al. (1975) uma vibragéo de estiramento livre de NH ocorre na Gama de 3400-3440
cmt e quando o grupo NH de um peptideo esta envolvido numa ligacio de hidrogénio, a posicéo
é deslocada para frequéncias mais baixas, geralmente em torno de 3300 cm™ . O que indica que
alguns grupos NH do colageno estao envolvidos em ligac6es de hidrogénio. A banda de amida
B do colageno (2924 cm™) esta relacionada com o alongamento assimétrico da vibracdo de
estiramento de CH2 (Abe and Krimm, 1972).

Sabe-se que as bandas amida I, 11 e 111 sdo responsaveis pelo grau de ordem molecular
encontrado no colageno e envolvidos na formacao de sua estrutura helicoidal tripla, que resulta
do alongamento de C-O e da flexdo de NH e alongamento de C-H, respectivamente (Muyonga,
Cole & Duodu, 2004).

Payne e Veis (1988), encontrou a banda de amida I (1658 cm™), com frequéncias
caracteristicas na gama entre 1600 a 1700 cm™, associou principalmente as vibragdes de
estiramento dos grupos carbonila ao longo do esqueleto polipeptidico.

A banda de amida Il estava situada a um niimero de onda de 1556 cm™, enquanto a
banda de amida 111 estava em 1240 cm™. As bandas amida Il e 111 representam vibragdes de

flexdo N-H acopladas com vibracédo de estiramento C-N (Payne and Veis, 1988; Jackson et al.,
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1995). O colageno apresentou absorcdo a 1080 cm™, decorrente da vibragio de estiramento
C-O das porcbes carboidratos ligados a proteina (Petibois et al., 2006), sugerindo que o
colageno pode conter carboidratos ligados a residuos de hidroxilisina da cadeia polipeptidica
(proteoglicanos).

A razéo obtida entre a area do pico da amida Il e do pico em 1454 cm™ para o colageno
da pele de tilapia foi de 0,93, de acordo com Plepis et al. (1996) geralmente uma razdo de
aproximadamente 1,0 revela a estrutura tripla helicoidal de coldgenos. Comprovando que a
estrutura tripla helicoidal foi mantida e ndo foi afetada pela pepsina durante o processo de
extracdo do colageno.

O método matematico descrito por Forato et al. (1998) foi aplicado ao espectro de FTIR
do colageno da pele de tilapia para aumentar sua resolucéo, através do uso da derivac¢do, como
mostra na Figura 1b. Esse método de aumento de resolucdo se baseia na separacdo dos picos

que compdem as bandas e na correlacdo de suas areas ou intensidades com as estruturas.

3.3.3 Andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Na Figura 2 estdo apresentados 0 SDS-PAGE Cco, RCcol € Pco dos residuos do
processamento da tilapia, utilizando gel a 15%. Observa-se duas bandas distintas, préximo a
125 kDa, correspondentes a duas cadeias a (a1 € az). Matmaroh et al. (2011) relataram que o
colageno tipo | contém 2 cadeias de as e uma de o2. O colageno tipo I foi o principal colageno
encontrado na pele e escamas dos peixes (Tamilmozhi et al., 2013). Thuy et al. (2014), extraiu
colageno de escamas de peixe e encontrou o colageno tipo |, podemos observar que o colageno
tipo | da pele da tilapia esta de acordo com estudos encontrados anteriormente.

Os valores encontrados na SDS-PAGE foram semelhantes & massa molecular do
colageno da pele de carpa e da pele de carneiro (Ogawa et al., 2003), colageno da pele de carpa
(Duan et al., 2009) e colageno da pele de tilapia (Chen, Li et al., 2016).
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4 CONCLUSAO

Os colégenos extraidos da carcaca, residuo da carcaca e da pele de tilapia (Oreochromis
niloticus), exibiram um rendimento de 8,75, 16,93 e 27,5%, respectivamente, quando
comparados com estudos anteriores. Os pré-tratamentos foram eficientes no isolamento da
proteina, retirando todas as impurezas.

Os colégenos mostraram picos no espectro FTIR, com banda das amidas AeBel, Il e
I11. A partir de SDS-PAGE foi determinado que o colageno é constituido principalmente por
colageno do tipo I.

A obtencdo de colagenos dos residuos dos processamentos, indicam serem uma
alternativa para reduzir os impactos ambientais causados pelos residuos das inddtrias de
pescados tendo em vista o reaproveitamento destes residuos. Os residuos dos processamentos
de tilapia comprovaram serem uma fonte tecnologicamente vidvel para extracdo de colageno,
mostrando-se como alternativa aos colagenos de mamiferos e com potencial de aplicacdo
industrial, tornando possivel a agregacédo de valor.

Podemos assim concluir que os residuos gerados pela indastria da pescados, mostraram

uma alternativa para reduzir os impactos ambientais causados pela industria de pescados.
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Tabela 1 — Composicdo centesimal dos residuos do processamento da tilapia in natura.

Constituintes Carcaca Residuo de Carcaca Pele
Umidade 71,172+ 0,01 55,38°+ 0,30 69,14° + 0,39
Proteina 13,13°+ 0,36 15,36+ 0,76 28,213+ 0,40

Cinzas 7,63+ 0,66 10,574+ 0,38 0,17°£ 0,04
Lipideos 9,48 +0,45 12,15% £ 0,50 6,53+ 0,69
pH 7,15 + 0,04 7,622+ 0,02 6,91° £ 0,09

“Médias na mesma linha com letras iguais sobrescritas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
"Valores expressos em média + desvio padréo.

Tabela 2 — Resultados obtidos para composicao centesimal dos residuos do processamento da

tilapia pré-tratados.

Constituintes Carcaga Residuo de carcaca Pele
Umidade 75,982 + 0,48 73,35° £ 0,17 76,482+ 0,37
Proteina 14,59 + 0,76 22,142 + 0,95 19,56° + 0,83

Cinzas 0,172+ 0,19 0,142+ 0,10 0,042+ 0,01
Lipideos 1,12° + 0,10 2,882 + 0,26 2,808+ 0,11

“Médias na mesma linha com letras iguais sobrescritas nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
“Valores expressos em média + desvio padréo.
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Tabela 3 — Resultados obtidos para composi¢do centesimal dos colagenos dos residuos do

processamento da tilapia.

Constituintes Ceol RCecol Pcol
Umidade 10,29% + 0,07 8,00° + 0,38 7,09° 0,79
Proteina* 87,75° £ 0,58 85,74° + 0,76 90,20° + 0,83

Cinzas 3,742+ 0,57 2,902+ 0,3 0,87°+ 0,64
Lipideos 1,90 + 0,17 2,09%+ 0,87 0,64° + 0,07
pH 5,972+ 0,07 5,18+ 0,13 4,74°+ 0,50

"0 teor de proteina foi calculado pelo fator de corregdo 5,5 a partir do teor de nitrogénio.
"Médias na mesma linha com letras iguais sobrescritas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

ek

Valores expressos em média + desvio padréo.

Tabela 4 — Principais picos do espectro de infravermelho com transformada de Fourier dos

residuos do processamneto da tilapia extraidos com pepsina.

NUmero de onda

Regia . Atribuica Referénci
egido do pico cm™) tribuicéo eferéncia
Amida A 3325 Vibragao de alongamento N-H o0y 5oy (2001)
acoplada com ligacdo H
Amida B 2924 Estiramento assimétrico de CH2 ~ Abe and Krimm (1972)
: 2852 Alongamento assimetrico CHls e 50 krimm (1972)
principalmente proteina
. Alongamento C=0 / ligagéo de .
Amida | 1658 hidrogénio acoplado com COO" Payne and Veis (1988)
Amida II 1556 Flexao N-H acoplada com Jackson et al. (1995)
estiramento C-N
- 1454 Vibracao de flexdo CH> Jackson et al. (1995)
- 1404 Estiramento simétrico COO Jackson et al. (1995)
- 1338 Balanco CH: (prolina) Jackson et al. (1995)
Amida 11 1240 Flexdo N-H acoplada com Payne and Veis (1988)
estiramento C-N
- 1080 Vibragdo de estiramento C-O Jackson et al. (1995)
- 875/667/617 Estiramento esquelético Abe and Krimm (1972)

Fonte: Adaptada Shimidt M.M., 2018.
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Figura 1 —a) Espectro de FTIR e b) Segunda derivada do espectro dos colagenos dos residuos

do processamento de tilapia.
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Figura 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos colagenos dos residuos do
processamento da tilapia extraido com pepsina.
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4.2 Artigo 11

EFEITOS DO BRANQUEAMENTO NAS PROPRIEDADES DOS
COLAGENOS DE TILAPIA (Oreochromis Niloticus)

Artigo em fase final de revisdo para ser submetido a Revista International Food
Research Journal (IFRJ)

(Formatado conforme as normas da revista)
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RESUMO

O Brasil é o quarto maior produtor de tildpia do mundo, gerando um
grande excesso de residuos do processamento desses pescados. Os
residuos do processamento da tilapia podem a chegar a 70% apds o
processo de filetagem, o que vem preocupando 0s 6rgaos responsaveis por
esses residuos, pois, vem causando grandes danos ao meio ambiente. Os
residuos do processamento da tilapia se tornam uma alternativa para
agregar valor a esses residuos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
tecnolégicos no pré-tratamento com peréxido de hidrogénio no
branqueamento em colageno de tilapia, sollveis em pepsina extraido dos
residuos do processamento de tilapia (carcacga, residuo da carcaca e pele).
Os colagenos obtidos apresentaram um alto rendimento Ccq (8,05% com e
8,75% sem branqueamento), RCco (15,92% com e 16,93% sem
branqueamento) e Py (26,36 com e 27,5% sem branqueamento). Os
colagenos apresentaram elevada solubilidade em pH acido e um elevado
indice da atividade emulsificante e outras propriedades mostraram que séo
praticamente constituidos de colageno do tipo | e a estrutura helicoidal tripla
estava conservada, o que foi confirmado pelas analises de eletroforese

(SDS-PAGE).

Palavras-chave: Colageno; Residuo da carcaca;, Carcaca; Pele;

Propriedades; Eletroforese.
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Introducéo

A aquicultura brasileira vem crescendo nos ultimos anos, a pesca
gue € uma atividade praticada desde a antiguidade, constitui uma importante
fonte de renda vem aumentando e gerando altos niveis de residuos (MPA,
2017). A tildpia é uma das espécies mais cultivadas no pais por possuir
grande capacidade de adaptacdo aos sistemas de producdo, rapido
crescimento e possuir uma alta reproducao.

Um dos maiores problemas na cadeia produtiva da psicultura é a
grande quantidade de residuos gerados apés a filetagem. No caso da tilapia,
os residuos chegam a 70% durante a producéo de filé, sendo distribuidos
em cabeca, carcaca, visceras e pele, fazendo com que o interesse por
solucdes e aproveitamento destes residuos seja cada vez maior (Bueno et
al., 2011). De acordo com Aguiar et al. (2014) os residuos do processamento
da aquicultura séo ricos em 6leos, minerais, enzimas, pigmentos, proteinas
e entre outros.

O colageno é a mais abundante proteina de mamiferos, representa
cerca de 20-30% do total de proteinas corporais (Zeugolis & Raghunath,
2011) e constitui o principal elemento estrutural de 6rgaos e tecidos de
vertebrados (Senaratne et al., 2006; Uitto et al., 2008; Gelse et al., 2003;
Chung & Uitto, 2010).

O colageno do tipo | é encontrado na forma abundante
principalmente em peixes de dgua doce e marinhos e sua extracao pode se
dar através da pele, escamas e outras partes do corpo do animal (Oliveira

et al. 2017).
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Os colagenos dos residuos do processamento da tilapia
apresentaram colaracdo escura, ndo possuindo interesse no mercado
devido sua coloracdo. Diante disso foi realizado um branqueamento na
etapa de pré-tratamento dos colagenos, com peréxido de hidrogénio.

Ha poucos estudos utilizando o peréxido de hidrogénio no
branqueamento de colagenos. No entanto, os pigmentos dos residuos de
pescados podem ocasionar problema na cor dos colagenos, o
branqueamento € uma alternativa que pode ser realizado antes extracao dos
colagenos. O perdxido de hidrogénio um oxidante que é amplamente
utilizado como agente de branqueamento no processamento de frutos do
mar (Kolodziejska, Sikorski, & Niecikowska, 1999; Thanonkaew et al. 2008).

Kolodziejska et al. (1999) relataram que a imersédo da pele de lula em
peréxido de hidrogénio a 1% em NaOH 0,01 M por 48h melhore a cor dos
colagenos extraidos. A decomposicdo de H.O, em solugdo aquosa ocorre
por dissociacdo e homolitica clivagem das ligagbes O-H ou O-O, com a
formacdo de produtos altamente reativos: o anion hidroperoxil (HOO") e o
hidroperoxil (HOO) e hidroxila (OH ) radicais, que podem reagir com muitos
substancias, incluindo cromatéforos (Perkins, 1996).

A utilizacdo dos residuos do processamento de pescados é
ecologicamente recomendavel em funcdo do elevado teor de matéria
organica depositada no meio ambiente, se 0os mesmos nado forem
reaproveitados. Uma das aplicacdes é a extracdo de colageno a partir de
escamas e peles para industrias alimenticias e farmacéuticas (Vidotti &

Goncalves, 2006).
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Ha obtencdo de colagenos e seus derivados dos residuos dos
processamentos, sugerem serem uma oOpc¢ao para reduzir os impactos
ambientais causados pelos residuos das industrias de pescados tendo em
vista 0 aproveitamento destes residuos e o0 emprego dos colagenos e seus
derivados na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do perdxido
de hidrogénio no branqueamento dos colagenos, e nas propriedades dos
colagenos dos residuos do processamento de tilapia (Oreochromis

niloticus).

Material e métodos

A matéria-prima congelada carcaca (C), residuo de carcacga (RC) e
pele (P) foram doados pela Cooperativa Agroindustrial Consolata (Copacol),
unidade de Cafelandia (PR). A matéria-prima foi armazenada sob

congelamento em freezer (Metalfrio, VF50F) a -22 °C.
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Obtencgédo do colageno

Pré-tratamento:

C,RCeP

v

NaOH 0,4 M 1:15 (w/v), por 24h (troca de

solugéo a cada 6 h)

v

EDTA-2Na 0,4 M (pH 7,5) 1:10 (w/v) por
2 dias. (C e RC)

\

Alcool butilico 10% 1:10 (w/v) por 36 h
(troca de solucdo a cada 12 h)

v

Perdxido de hidrogénio 3% (w/v) por 36 h
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Extracéo do colageno:

C,RCeP
Extragdo com pepsina 1% em &cido acético
0,5 M 1:15 (w/v), por 36h.

v

Filtracdo através de tecido de algodao.
Precipitacdo por NaCl até a concentracéo
final de 2,6 M em 0,05 M de tris
(hidroximetil) aminometano, pH 7,5.

v

Centrifugacgéo a 20.000 xg por 30 min a 4°C

v

Dissolver o colageno em &cido acético
0,5 M.

v

Dialise com acido acético 0,1 M e agua

destilada por 2 dias (ambos com troca de

solucéo a cada 12 h).

Apoés o pré-tratamento dos residuos do processamento da tilapia os
colagenos foram extraidos com pepsina seguindo a metodologia proposta
por Kittiphattanabawon et al. (2010) com modifica¢6es. Foi adicionado &cido
acético 0,5 M, contendo a enzima pepsina (extraida da mucosa gastrica
porcina, em po6, 2400 unidades/mg de proteina, Alphatec), na proporgao 1:7

enzimas/proteinas, com raz&o solido/solvente de 1:15 (p/v) em Erlenmeyer.
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A solucao contendo pepsina e acido acético sob agitacdo continua por 36h,
seguido de filtracdo através de tecido de algodao. Todos os procedimentos
do pré-tratamento e extracao foram realizados sob agitacdo em Incubadora
Shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil) a 160 rpm a uma temperatura de
4 °C.

Apbs o pré-tratamento e filtracdo, os colagenos foram precipitados
na presenca de 0,05 M de tris (hidroximetil) aminometano, em pH 7,5,
através da adicdo de NacCl até concentracéo final de 2,6 M. Os colagenos
precipitados foram centrifugados a 10.000 xg por 30 minutos, em centrifuga
refrigerada (Centrifuga Eppendorf 5804/5804 R) a 4 °C, posteriormente foi
realizada a dialise em membrana de celulose (Typical molecular weight cut-
off 14.000 KDa, Sigma, St. Louis, USA), com acido acético 0,1 M e agua
destilada por dois dias, ambos a 4 °C sob agitagdo, com troca da solucéo a
cada 12 horas. Apos todo o processo de extracao do colageno, foi congelado
em freezer (Metalfrio, VF50F) a -22 °C e liofilizado em liofilizador (Terroni,

LS 3000, Sao Carlos, Brasil).

Caracterizacao dos colagenos
Composicao centesimal

A composicao centesimal dos colagenos foi determinada seguindo a
metodologia da AOAC (1996) para protidios, umidade, cinzas, pH (potencial
hidrogenibnico). E para lipideos seguiu a metodologia de extracéo a frio,

descrita por Bligh & Dyer (1959).
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Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As caracteristicas estruturais foram avaliadas através da analise de
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR em
equipamento Shimadzu IR Prestige-21 (Shimadzu Corporation, Japan)
utilizando a técnica de transmitancia em pastilha de KBr no intervalo de 400
a 4.000 cm™. Foram realizadas 16 varreduras por espectro e 2 cm™ de
resolucao.

Andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise de eletroforese em gel foi baseada no método proposto por
Laemmli (1970) com modificagbes. As amostras foram diluidas em agua e
posteriormente foram adicionados 40 pL de &cido tricloroacético (TCA) 60%
e 100 pL de agua millig em 200 pL de amostra em tubos de centrifuga do
tipo eppendorfs, esta solugéo foi armazenada em freezer durante uma noite
(12 horas). Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm,
4 °C por 30 minutos, o sobrenadante foi retirado, tomando cuidado para que
o pellet ndo fosse desfeito. Foi adicionado 100 pL de solucdo gelada de
acetona 90%, a fim de lavar o pellet sem desfazé-lo, foi feita nova
centrifugagéo por 30 minutos. Novamente o sobrenadante foi removido e
adicionado mais 100 pL de acetona 90% gelada e centrifugado nas mesmas
condigbes, removendo novamente o sobrenadante. O precipitado foi
ressuspendido com 50 pL do tampdo da amostra com 5% de B-
mercaptoetanol. Em seguida, as amostras foram desnaturadas em banho-

maria a 100 °C por 10 minutos.
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Foram utilizados gel de resolucdo 15% e gel de empilhamento 5%,
onde foram adicionados 20 pL das amostras a serem analisadas e 15 pL do
padrdo de massa molar e submeteu-se a eletroforese a 150 V e 30 mA, num
tempo de aproximadamente 2 horas, em cuba de eletroforese vertical.
Subsequentemente, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250
(Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, VA, USA) 0,1% por
aproximadamente 12 horas. Posteriormente o gel foi descorado com
aquecimento em agua destilada em micro-ondas até a perfeita visualizacéo

das bandas.

Avaliacéo das propriedades do colageno

Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com a metodologia de
Montero et al. (1991) com modificagbes. As amostras foram dissolvidas em
acido acético 0,5 M para se obter uma concentracao final de 3 mg/mL e a
mistura foi agitada a 4 °C até as amostras serem completamente
solubilizadas. As solugdes (8 mL) foram transferidas para um tubo de
centrifuga de 50 mL e o pH ajustado de 1,0 até 10,0, com NaOH ou HCI. O
volume final foi completado at¢é 10 mL com &gua destilada com pH
previamente ajustado para o mesmo pH da solucdo de colageno. As
solugdes foram lentamente agitadas a 4 °C durante 30 min e centrifugadas
a 10.000 xg e 4 °C durante 30 minutos. O teor de proteina no sobrenadante

foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina de
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soro bovino (Sigma, St. Louis, USA) como padréo. A solubilidade relativa do
colageno foi calculada em comparacdo com a obtida no pH com maior

solubilidade, tornando esta 100%.

Propriedades da Espuma

A capacidade de formacdo de espuma (CFE) e a estabilidade da
espuma (EEs) foram medidos com base no método de Shahidi et al. (1995).
Solucdes da amostra (20 mL) em diferentes concentragbes, 0,25, 0,5 e
1,0%, foram misturadas em tubo Falcon (50 mL) utilizando ultra
homogeinizador Turrax (Tecnal TE-102 Piracicaba, Brasil) a uma velocidade
de 10.000 rpm para incorporar ar durante 2 minutos a temperatura ambiente
(20-25 °C).

A CFE foi calculada com a % de aumento de volume baseando-se
no volume inicial e apos a formacdo de espuma, como mostra a equagéo

abaixo:

V-V,
CFE (%) = (O 100
Vo

Onde V, é o volume antes da agitacdo (mL) e V € o volume depois
da agitacao (mL). A determinacédo da EEs foi medida através do repouso da
amostra a temperatura ambiente, com leitura do volume apds intervalos de

1, 10, 30 e 60 min, sendo a estabilidade calculada pela equacéo:

Vi
EE = — x 100
Vo
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Sendo V: o volume final de espuma, apos cada intervalo de tempo

(mL), e Vo corresponde ao volume inicial da espuma formada (mL).

Propriedades emulsificantes

O indice de atividade emulsionante (EAI) e o indice de estabilidade
da emulsédo (ESI) foram calculados com base no método de Pearce and
Kinsella (1978). Oleo de soja (10 mL) e solugéo de amostra (30 mL, 0,1%)
foram misturados em ultra homogeneizador Turrax (Tecnal TE-102
Piracicaba, Brasil) a uma velocidade de 12.000 xg durante 1 min, e 50 pL da
emulsao foi pipetada a partir do fundo do recipiente, a 0 e 10 min apds a
homogeneizacdo, e diluida 100 vezes utilizando uma solugdo de SDS
(dodecil sulfato de sodio) a 0,1%. A absorvancia da solug¢édo diluida foi
determinada a 500 nm usando um espectrofotdmetro (Servylab, UV — M51,
B, Sao Leopoldo, RS, Brasil). As absorvancias, determinadas
imediatamente 0 min e 10 min apos a formacao da emulséo, foram utilizadas

para calcular o EAl e o ESI com as seguintes equacdes:

2x2303xA
EAI (/) = ( X Ay)
(0,25 X concentragdo de coldgeno)

Ap X 10 min

ESI in) =
(min) Ao~ A

Onde Ao é a absorvancia determinada imediatamente apds a
formacao da emuls&o (0 min) e Ajpa absorvancia determinada 10 min apos

a formacao da emulséo.
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Digestibilidade in vitro

Para determinacao da digestibilidade in vitro foi seguida metodologia
descrita por Sperotto (2014), inicialmente pesou-se uma quantidade de
amostra que corresponde ao equivalente a 0,5 g de proteina, preparou-se
uma solucao de 1,5 mg de pepsina (extraida da mucosa gastrica suina, em
po, 2400 unidades/mg de proteina, Sigma, St. Louis, USA) por mL de HCI
0,1N e adicionou-se 15 mL desta solu¢do a amostra. Apos adicionou-se 0,5
mL de solugdo de tiomersal incolor (Brainfarma Industria Quimica e
Farmacéutica S/A, Anapolis, Brasil), homogeneizou-se bem e levou-se a
banho-maria a 37 °C por 3 horas, com agitagdo periodica. Decorrido este
tempo os tubos contendo as amostras foram resfriados e a solugéo foi
ajustada a pH 8,0 com uma solugdo de NaOH O0,2N, utilizando um
potenciémetro digital (MS Tecnhopon, mPA210) de bancada. Foi adicionado
10 mL de solucdo de pancreatina (Sigma, St. Louis, USA) (0,5 mg/mL em
tampdo fosfato pH 8,0) ao produto hidrolisado pela pepsina e levado
novamente ao banho-maria a 37 °C, porém por 24 horas com agitacédo
periddica. Apés o tempo de hidrolise foram adicionados 5 mL de uma
solugdo de &cido tricloroacético 5% a amostra e esta mistura foi entdo
centrifugada por 15 minutos a 4.000 xg para separacgéo do material insoltvel,
sendo o sobrenadante recolhido para determinag&o do nitrogénio digerido,
pelo método de Kjeldhal. A digestibilidade in vitro foi expressa como
porcentagem de proteina digerida em relagédo a proteina total na amostra

inicial.
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Viscosidade

A viscosidade dos colageno foram medida usando o método de
Kittiphattanabawon et al. (2005) com modificagbes. Foram preparados 500
mL de solucdo de colageno dissolvido em &cido acético 0,1 M para obter
uma concentracdo de 0,03% (p/v). A solucdo foi sujeita a medigdo da
viscosidade utilizando um viscosimetro Brookfield (RV-DV-II +Pro) com
haste N° 1 e velocidade de 100 rpm, nas temperaturas de 10, 25 e 50 °C,
utilizando um banho termostatizado (Haake, Fisons F3 C) a temperatura
designada, a solugéo foi mantida durante 30 minutos antes da determinacéo

da viscosidade.

Andlise Estatistica

Para extracdo dos colagenos foram realizadas trés repeticbes e
todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5% (p <0,05), utilizando Statistica ®9.0 (StatSoft Inc., Tulsa,

OK, EUA).

Resultados e discusséo

Composicao centesimal dos coldgenos

Os valores médios da composicao centensimal dos colagenos

obtidos dos residuos do processamento de tildpia (carcaca, residuo de
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carcaca e pele) estdo apresentados na Tabela 1. Pode-se observar a
proteina foi o principal constituinte dos colagenos, a pele foi a presentou
maior teor de proteina (90,20 e 88,78% sem e com branqueamento,
respectivamente). Sendo semelhantes aos valores descritos por Basso et al.
(2013) e Muyonga et al. (2004) que encontraram 91,24 e 92,8% de proteina,
respectivamente. A carcaca e o residuo de carcaca apresentaram valores

préximos aos encontrados por Basso et al. (2013) e Muyonga et al. (2004).

Andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Pode-se observar na Figura 1 a SDS-PAGE dos diferentes
tratamentos dos coladgenos dos residuos do processamento de tilapia
utilizando gel a 15%. Sao identificadas duas bandas distintas, préximo a 125
kDa, correspondentes as cadeias a: e gz, indicando que os colagenos sao
constituidos principalmente por colageno do tipo I, que consiste geralmente
de duas cadeias a; e uma cadeia as.

As bandas da cadeia p nao foram identificadas, e foi possivel
verificar algumas proteinas de menor peso molecular, entre 100 e 30 kDa,
para todos os tratamentos. Constatou-se que o0s pré-tratamentos com
branqueamento em C2, RC2 e P2 nao levou ao aparecimento de peptideos
de baixo peso molecular, comprovando que a adicdo do peroxido de
hidrogénio ndo afetou negativamente a integridade dos colagenos, que
mantiveram a estrutura de tripla hélice intacta. A estrutura dos colagenos
preservadas se devem as concentracdes adicionadas nos colagenos de

peroxido de hidrogénio serem baixas.
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Avaliagéo das propriedades dos colageno

Solubilidade

A Figura 2 apresenta a solubilidade (%) dos coldgenos obtidos dos
residuos do processamento da tilapia, com e sem adicao de perdxido de
hidrogénio. Os colagenos mostraram uma elevada solubilidade em pH
baixo, Jongjareonrak et al. (2005) encontraram resultados parecidos para
colagenos na pele de Lutjanus vitta. Entretanto, Vojdani (1996) em pH
neutros e alcalinos encontrou queda na solubilidade, quando o pH € menor
ou maior do que pl, a carga liquida de moléculas de proteina é maior e a
solubilidade é aumentada pelas for¢as de repulsdo entre cadeias.

A solubilidade mais elevada para os colagenos dos residuos do
processamento de tilapia, foi em pH 2 para a Cco € Pco COM € sem
branqueamento, e em pH 1 para RC.,, com e sem branqueamento.

Com o aumento do pH, de 4,0 a 9,0, observou-se reducdo na
solubilidade, sendo a menor solubilidade observada encontrada em pH 10
para ambos os colagenos, em pH alcalino, 6,0 ocorreu um leve aumento da
solubilidade. Ambos os colagenos nao mostraram diferenga significativa em
relacé@o a solubilidade.

A variacdo na solubilidade de proteinas com o pH pode ser devido a
diferencas no ponto isoelétrico (pl). No pl a carga liquida total das moléculas
de proteina € zero, resultando na precipitacao da proteina. Em contrapartida,
a medida que o pH é inferior ou superior ao pl, a solubilidade é aumentada

pelas forgas de repulsdo entre os residuos carregados de moléculas de
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proteina (Lin et al., 2002; Damoradan et al., 2010).

Propriedades da Espuma

Na Tabela 2 podemos observar os resultados encontrados para
formacdo de espuma (CFE) e estabilidade da espuma (EE) dos colagenos
dos residuos do processamento de tildpia com e sem branqueamento. Os
colagenos da pele da tilapia em concentragbes 0,5 e 1% n&o formaram
espuma (dados néo apresentados), devido as grandes concentragfes de
proteinas, que ndo conseguiram migrar para superficies das bolhas de ar,
néo tendo formacao na espuma.

Na concentracdo 0,25% podemos observar que em ambos
colagenos houve formacéo de espuma, isso se deve a maior concentragéo
de proteinas migrando para a superficie das bolhas de ar, levando uma
formacdo mais rapida de espuma e uma maior estabilidade da espuma
(Zeng et al. 2013).

De acordo com Giménez et al. (2009), para hidrolisados de gelatina
na pele de linguado e lula, a concentracdo na CFE aumentou cerca de 6-7%
para 32-34%, o que ndo foi o caso nos coldgenos dos residuos do

processamento da tilapia.
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Propriedades emulsificantes

O indice da atividade emulsificante (EAI) encontrado nos colagenos
dos residuos do processamento da tilapia estdo apresentados na Tabela 3,
foram superior aos encontrados por Aewsiri et al. (2009) na gelatina de
0sso0s bovino (1%), 28,27 m?/g e na gelatina de pele bovina (1%) 27,02 m?
/g e pele de Grey triggerfish 21,44 m?/g (Jellouli et al., 2011).

Pode-se observar na Tabela 3 que os coldgenos RCc € Pco cOm
branqueamentos, mostraram maior instabilidade da emulsdo que os sem
branqueamento, pode-se notar que o peréxido de hidrogénio nao interfere
nas propriedades da EAI.

Possui poucos estudos sobre as propriedades emulsificantes e de
formacéo de espuma da gelatina de pescado (Dickinson e Lopez, 2001; Surh
et al., 2006). A versatilidade das propriedades emulsificantes e de formacao
de espuma da gelatina é particularmente valorizado em produtos como 0s
poés emulsificantes (Klaui et al., 1970).

Nos colagenos dos residuos do processamento da tilapia, suas
caracteristicas de formacédo de superficie ativa e de peliculas podem ser
exploradas e estudadas durante o processo de emulsificagdo. Em geral os
estudos sobre as propriedades emulsionantes e de formacao de espuma de
gelatina de pescados sdo muito limitados em comparagéo com o numero de
estudos sobre as suas propriedades de gelificacao.

Diversos estudos (Chi et al., 2014; Gajanan et al., 2016; Zhang et al.,
2017) tém mostrado que, assim como as propriedades da espuma, a

formacdo e estabilidade da emulsdo também é afetada a medida que o
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tamanho dos peptideos diminui. No entanto, os resultados obtidos para os
os residuos do processamento da tilapia hdo concordam com estes estudos.

Essa discordéncia pode ser resultado de diferentes composicdes e
distribuicdes de amino&cidos, os quais jA sdo encontrados em alguns

estudos (Pacheco-Aguilar et al., 2008; Baharuddin et al., 2016).

Digestibilidade in vitro

Os colagenos da pele de tilapia extraidos com pepsina apresentaram
baixa digestibilidade in vitro, pode-se observar na Tabela 4, quando
comparada a outras proteinas como a albumina (98,3%) (Costa et al., 2007)
e a caseina (93,82%) (Neves et al.,, 2006). Podemos observar que os
coldgenos com branqueamentos nao interferiram na digestibilidade.

Ha poucos estudos sobre a digestibilidade in vitro em colagenos de
pescados. A baixa digestibilidade obtida nos colagenos pode ser decorrente
do uso da enzima pepsina para simular a digestdo, sendo que esta mesma

enzima ja havia sido utilizada na etapa de extracao dos colagenos.

Viscosidade

A viscosidade da solugédo dos colagenos encontra-se na Tabela 5.
Pode-se observar que houve diferenca significativa entre a viscosidade dos
colagenos Cco, RCco € Pco. Os menores teores de viscosidades foram
encontrados em temperatura de 50°C para ambos os colagenos, e em
temperaturas menores, a 25°C os coldgenos demostraram uma elevada

viscosidade.
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Nos colagenos obtido da escamas de tilapia (Oreochromis niloticus)
Hung et al. (2016) encontraram uma viscosidade que variou de 8,1 a 10,2
cP, medida em 6,67% de concentracéo e 60 ° C, que excedeu a viscosidade
encontrada por Wangtueai & Noomhorm (2009) na gelatina de lagarto
(Saurida spp.) que variou de 3,14 a 5,80 cP, medido a 6,67% de
concentracéo e 25° C.

E possivel observar na Tabela 5, uma diminuicdo significativa
(p<0,05) da viscosidade nas amostras dos colagenos devido o aumento da
temperatura. A elevacdo da temperatura pode ocasionar a quebra gradual
das ligacdes de hidrogénio do colageno, e consequentemente, a estrutura
de tripla hélice é convertida em uma conformacdo aleatéria, causando
alteracdes nas propriedades fisicas do colageno, como por exemplo na

viscosidade (Usha & Ramasami, 2004).

CONCLUSAO

Os colagenos dos residuos do processamento da tilapia com e sem
branqueamento, apresentaram um efeito positivo quanto as suas
propriedades tecnologicas.

O branqueamento nao afetou a integridade dos colagenos que foi
comprovado pela a analise de eletroforese. Ambos os colagenos, com e sem
branqueamentos apresentaram diminuigdo da viscosidade com o aumento
da temperatura, capacidade de formacao de espuma, o indice de atividade
emulsificante da pele e do residuo de carcaca nao sofreram influéncia do

branqueamento, tanto do branqueado quanto o sem brangueamento
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diminuira.

A obtencdo desses residuos do processamento de tilapia
comprovaram ser uma fonte tecnologicamente viavel para extracdo de
colageno, mostrando-se como alternativa aos coldgenos de mamiferos e
com potencial de aplicacdo industrial, tornando possivel a agregacéo de
valor.

O branqueamento dos colagenos no pré-tratamento néo altera suas
propriedades tecnoldgicas, sendo uma alternativa para os colagenos de

pescados que possuem pigmentos escuros.
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Tabela 1- Composicao centesimal para os residuos do processamento de tilapia: carcaca, residuo da carcaca e pele, com e

sem branqueamento.

Carcaca Residuo da Carcaca Pele

Constituintes Sem Com Sem Com Sem Com
branqueamento branqueamento branqueamento brangueamento branqueamento branqueamento
Umidade 10,292 + 0,07 10,022 + 0,55 8,0+ 0,38 9,362+ 0,34 7,07° £ 0,79 8,42 + 0,30
Proteina* 87,75% + 0,58 84,123 + 0,39 85,74 + 0,76 82,922+ 0,75 90,20° £ 0,83 88,789 + 0,47
Cinzas 3,74% + 0,57 3,882+ 0,15 2,92+ 0,34 3,112+ 0,67 0,88 + 0,08 0,82+ 0,01
Lipideos 1,892+ 0,17 1,942 + 0,06 2,092 + 0,87 2,082+ 0,32 0,64° + 0,07 0,65° + 0,19
pH 5,97°+0,13 5,37 + 0,07 5,192 + 0,14 5,262 + 0,08 4742+ 0,5 5,002 + 0,03

*O teor de proteina foi calculado pelo fator de corre¢éo 5,5 a partir do teor de nitrogénio.
** Sem e com adicdo de perdxido de hidrogénio.

aMédias na mesma linha com letras iguais sobrescritas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

"Valores expressos em média + desvio padrao.
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Tabela 2 — Capacidade de formacao de espuma (CFE) e estabilidade da espuma (EE) dos colagenos Ccol, RCcol € Pcol, €xtraidos

com pepsina na concentracao de 0,25%.

EE (%)
CFE (%) 1 min 5min 10 min 30 min 60 min Equacéo
Amostra
CcoSem brang. 23,16°+ 0,76 95,69 93,28 90,83 88,08 81,77
Ccol cOm brang. 26,33+ 0,75 89,31 88,67 87,96 80,88 79,08
RCcisem brang.  12,17°+ 0,58 96,13 95,09 92,55 88,96 83,43
RCcoi com brang. 11,83+ 0,53 95,37 94,87 92,95 81,67 71,90
Pcorsem brang. 25,832+ 0,51 96,55 94,95 92,21 87,24 83,22
Pcol cOm brang 26,022 + 0,83 96,12 93,19 92,68 86,95 82,34
Médias 94,874 93,347 91,53* 85,63" 80,29¢ y= 94,341 — 0,2458x;

(?=0,77)

*Sem perdxido de hidrogénio e com adi¢éo de peréxido de hidrogénio
A2Médias na mesma coluna com letras iguais sobrescritas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
x= tempo (minutos); y= EE.
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Tabela 3 - indice de estabilidade da emulsdo (ESI) para os colagenos dos residuos do processamento de tilapia, extraidos

com pepsina na concentracao de 0.25%.

indice de estabilidade da emulsdo (m?/g)

Ccorsem Cco COM RCeco RCcol cOM Pcol SEM Pco cOM

brang. brang. sem brang. brang. brang. brang.
EAI (m? /g) 42,73 41,44 43,44 55,45 61,09 68,68
ESI (min) 9,63 9,37 9,36 9,63 9,72 9,80

Tabela 4 — Digestibilidade in vitro dos colagenos dos residuos do processamento de tilapia, extraidos com pepsina.

Colagenos

Digestibilidade (%)

CcorSEM brang.

Ccoicom brang.
RCcoisem brang.
RCc.oicom brang.
Pcoi Sem brang.

Pcoicom brang.

40,072+ 0,71
39,452 + 0,63
42,59°+ 0,34
40,212+ 0,49
48,21+ 0,32
47,48° + 0,69

aMédias na mesma coluna com letras iguais sobrescritas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

*Valores expressos em média + desvio padrao.

84



Tabela 4 - Viscosidade dos colagenos obtidos dos residuos do processamento de tilapia, extraidos com pepsina.

Viscosidade (mPa.s ou cP)

Temperatura CcorSEM Cco COM RCcol RCco cOM Pcol sSEM Pcoi cOM
(°C) brang. brang. sem brang. brang. brang. brang.
10 12,262 + 0,20 9,26+ 0,15 12,30 + 0,62 12,256+ 0,50 14,80°+ 0,64  10,75° + 0,50
25 10,472 + 0,32 9,62+ 0,09 10,40% + 0,17 10,572+ 0,22 10,422+ 0,15 9,17+ 0,22
50 8,272+ 0,60 8,972+ 0,85 8,132+ 0,50 9,132+ 0,50 7,602 + 0,58 8,132+ 0,80

aMédias na mesma linha com letras iguais sobrescritas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
*Valores expressos em média + desvio padrao.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos colagenos dos residuos do processamento de tilpia
extraidos com pepsina.
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Figura 2 - - Solubilidade relativa observada (%) do colageno dos residuos do processamento de tilapia extraido com pepsina em

funcéo do pH.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil é o quarto maior produtor mundial da tilapicultura. Em 2017 foram
cultivadas 357,6 mil toneladas, obteve um desempenho 16% maior que em 2016 (IBGE,
2017). Segundo Kubitza (2015), apesar de o Brasil ser um grande produtor de frango,
bovinos e suinos, a aquicultura foi o setor de carnes que apresentou maior incremento
percentual em producéo entre 2004 e 2014, com crescimento anual médio de 8%, contra
5,1% para bovinos, 4,1% para o frango e 2,9% para suinos. Destacando a industria de
producéo de tilapia no Brasil. Enquanto a producdo de peixes cresceu em torno de 10%,
no periodo de 2004 a 2014, a tilapicultura teve um crescimento da ordem de mais de 14%
(Kubitza, 2015).

Os residuos do processamento de pescado sdo fontes ricas em biomoléculas,
destacando-se o colageno, um biopolimero que apresenta vantagens, como auséncia de
transmissao de patdgenos, preocupacdo das fontes atuais (bovinos, suinos, entre outros),
auséncia de citotoxicidade e abundancia. O colageno do Tipo | € o mais abundante e
altamente desejado devido as suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas, tornado

alvo para a producédo de biomateriais para uso na engenharia de tecidos e alimentos

6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Sugerimos para trabalhos futuros a hidrélise do colageno a partir de diferentes
enzimas, otimizacdo do método de extracdo do colageno proveniente do residuo do
processamento de tilapia, com o objetivo de melhorar ainda mais o rendimento e diminuir
0 tempo de processo, e tambem a otimizacdo do pre-tratamento realizado na materia-
prima, visando diminuir o tempo gasto nesta etapa.

Avaliar metodologias com e sem ultrassom, como uma alternativa de diminuir o
tempo de extracdo e aumentar seu rendimento. A aplicacdo do colageno nativo e
hidrolisado na industria alimenticia ou farmacéutica, como uma alternativa de agregar

valor aos residuos do processamento de tilapia,



7 CONCLUSAO

Os residuos do processamento de tilapia demonstraram serem fonte eficaz e
tecnologicamente viavel para a extracdo de colageno, tornando-o uma alternativa para
agregar valor aos residuos gerados pela indudstria de pescados no Brasil, os residuos do
processamento mostraram um bom rendimento da extracdo de colageno, estrutura
helicoidal conservada e boa funcionalidade.

Os pré-tratamentos com e sem peréxido de hidrogénio ndo interferiram na
composi¢do centesimal, propriedades dos colagenos e nem no rendimento final do
coldgeno. O tempo de extragdo com pepsina apresentou um efeito positivo em seu
rendimento, quando comparado com outras metodologias de extracdes.

A utilizacdo destes residuos é ecologicamente recomendavel em funcdo da
elevada matéria organica depositada no meio ambiente, se 0s mesmos ndo forem
aproveitados. Sendo uma boa alternativa para reduzir os impactos ambientais causados
pelos rejeitos das industrias de pescados, tendo em vista o aproveitamento destes residuos
e 0 emprego dos colagenos e seus derivados na industria.

Podemos assim concluir, que os coladgenos provenientes dos residuos do
processamento de tilapia sdo subprodutos promissores como alternativa aos colagenos

convencionais, tornando uma alternativa para as industrias alimenticias e farmacéuticas.
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