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Resumo

A producéo de filetes de peixe-espada-preto, Aphanopus carbo, (PEP) gera um
volume consideravel de peles as quais constituem uma fonte de colagénio. Assim, 0s
objetivos do presente trabalho foram: (i) a extracdo e caracterizacdo do colagénio das
peles de PEP, (i) preparacdo de hidrolisados do colagénio extraido e (iii) caracterizacéo
e avaliacéo da atividade antioxidante dos hidrolisados.

A composicdo quimica das peles de PEP foi 64,1% de humidade, 21,8% de
gordura, 11,8% de proteina e 0,67% de cinza. O rendimento da extragdo do colagénio
com &cido acético (ASC) variou entre 16,06 e 30,54% e com pepsina (PSC) entre 2,20 e
3,55%. O teor proteico do ASC e PSC situou-se entre 74,9 e 76,6% e 60,8 e 71,0%,
respetivamente. As amostras eram ricas em glicina e alanina e possuiam um teor de
imino&cidos entre 13,4 e 15,5% e um grau de hidroxilagcdo da prolina entre 23,7 e 33,0%.
Os perfis eletroforéticos do ASC e PSC evidenciaram a presenca das cadeias a-1 e a-2
tipicas do colagénio do tipo I. A solubilidade do ASC foi maxima entre pH 2 e 6 e, na
presenca de sal, diminuiu até a uma concentracdo de 17,5%. O espectro UV-visivel
apresentou um maximo caracteristico de absorvancia a 227 nm. O ASC exibiu uma
brancura (ca. 80) superior & do PSC (ca. 53). A analise reoldgica mostrou que a solugéo
de colagénio a pH 7 apresentou caracteristicas de um gel muito fragil e a pH 2
comportou-se com uma dispersdo. Ambas as soluc¢des exibiram o comportamento de um
fluido reofluidificante. A temperatura de desnaturacdo dindmica a pH 2 foi de 32,5°C. Os
hidrolisados de colagénio obtidos por aguecimento com micro-ondas apresentaram um
grau de hidrélise de 7% ap6s 10min. Estes tinham um teor de proteina de 26% e péptidos
com massas moleculares entre 1700 e 8800 Da e uma atividade antioxidante

relativamente baixa.

Palavras-Chave: pele de peixe-espada-preto; Aphanopus carbo; subprodutos; colagénio

soluvel em &cido e pepsina; hidrolisados de colagénio.
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Abstract

The production of black scabbardfish, Aphanopus carbo, (BSF) fillets produced a
significant amount of skins that constitute a source of collagen. The objective of this study
was: (i) the extraction and characterization of the collagen from BSF skin and (ii)
preparation and characterization of collagen hydrolysates from the skin and evaluation of
their antioxidant activity.

The proximate composition of BSF skin was 64.1% moisture, 21.8% fat, 11.8%
protein and 0.67% ash. The yield of acid soluble collagen (ASC) was between 16.06 and
30.54% and that of pepsin soluble collagen (PSC) range between 2.20 and 3.55%. The
protein content of ASC and PSC was between 74.9 and 76.6% and 60.8 and 71.0%,
respectively. The samples were rich in glycine and alanine, their imino acids content
ranged between 13.4 and 15.5% and the proline hydroxylation varied between 23.7 and
33.0%. The electrophoretic pattern of ASC and PSC showed the presence of the a-1 and
a-2 chains, which are typical of type | collagen. The maximum solubility of ASC was
observed between pH 2 and 6 and, in the presence of salt, the solubility decreased up to
a concentration of 17.5%.The ultraviolet absorption spectrum of ASC showed the
characteristic absorption at 227 nm. The whiteness of ASC (ca. 80) was higher than that
of PSC (ca. 53). The rheological analysis showed the collagen solution at pH 7 exhibited
the characteristics of weak fragile gel and at pH 2 behaved like a dispersion. The dynamic
denaturation temperature at pH 2 was 32.5°C. The collagen hydrolysates obtained from
micro-wave heating shows a degree of hydrolysis of 7% after 10min. The protein content
was 26% and the molecular weight of the main peptides was between 1 700 and 8 000

Da. The antioxidant activity of collagen hydrolysate was relatively low.

Keywords: black scabbardfish skin; Aphanopus carbo; by-products; acid and pepsin

soluble collagen; collagen hydrolysates.
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1. Introducéo

1.1. Industria do Pescado: os subprodutos e a importancia da sua
valorizagéao

De acordo com a Organizacdo das NacbBes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) a producéo de pescado mundial tem vindo a crescer gradualmente nos ultimos cinco
anos, bem como o seu consumo. Em 2012, a indlstria de pescado foi responsavel pela
captura de 158 milhGes de toneladas de peixe em regime de captura e de aquacultura, das
guais cerca de 136,2 milh8es de toneladas destinaram-se ao consumo humano e cerca de
21,7 milhdes de toneladas foram destinadas para uso ndo alimentar. Para este ano, o
consumo humano traduziu-se em 18 kg de peixe per capita (FAO, 2014).

O pescado apresenta um elevado valor nutricional, devido principalmente ao teor de
proteina. Uma porcdo de 150 g de peixe pode fornecer cerca de 50 a 60 % da proteina
diaria necessaria para um adulto. O pescado possui também uma fracdo lipidica rica em
acidos gordos insaturados da série n-3 tais como o EPA (4cido eicosapentaendico) e o DHA
(acido docosahexaenbico). Os varios efeitos benéficos para a salde destes acidos gordos
tém sido demonstrados em mudltiplos trabalhos cientificos (Simopoulos, 1999). O
reconhecido valor biol6gico dos lipidos do pescado tem levado a sua utilizagdo em varias
indUstrias como a alimentar, farmacéutica e cosmética. As proteinas e os lipidos, bem como
outros constituintes do pescado, estdo presentes nos respetivos subprodutos levando a um

interesse crescente pela valorizacdo deste material.

No processamento de pescado geram-se quantidades significativas de subprodutos
gue podem representar 50 a 80 % do peso inicial da matéria-prima. Estes subprodutos sdo
tradicionalmente convertidos em farinha e 6leo de peixe. Em 2012, cerca de 35 % da
producdo de farinha de peixe foi obtida a partir de residuos resultantes da industria de
pescado (FAO, 2014). A farinha e Oleo de peixe apresentam uma elevada procura,
particularmente para a producéo de racfes para aquacultura. Contudo, estes produtos nao
apresentam grande valor acrescentado, fazendo com que as empresas procurem
alternativas para os subprodutos gerados tornando-os uma mais-valia econémica (Kim e
Mendis, 2006; Wang et al., 2008; Muralidhara et al., 2013).

Os subprodutos de pescado séo constituidos por cabecas, visceras, barbatanas,
espinhas, pedacos de peixe, peixe deteriorado, carapacas de crustaceos, conchas de

bivalves, entre outros. Estes constituintes podem encontrar-se misturados, mas
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determinadas operacdes tecnoldgicas permitem obté-los separadamente, facilitando a sua
posterior utilizacdo. Destes componentes cerca de 30 % corresponde a espinhas, escamas
e peles, material que surge como fonte de colagénio, cuja extragcdo permitird uma maior

valorizacdo destes subprodutos (Wang et al., 2008; Muralidhara et al., 2013).

1.2. O colagénio

O colagénio é uma proteina estrutural que se encontra nos vertebrados,
correspondendo a cerca de 25 a 30 % da proteina total, estando localizado na matriz
extracelular, sendo a principal componente do tecido conjuntivo (Ogawa et al., 2004; Engel e
Bachinger, 2005; Aberoumand, 2012). Encontra-se amplamente distribuido por varios
tecidos dos organismos, gque incluem os 0ssos, pele, tenddes, ligamentos, sistema vascular
e tecido conjuntivo intramuscular, contribuindo desta forma para a estabilidade e integridade
dos tecidos e 6rgaos dos vertebrados (Liu et al., 2012). No caso da pele, esta proteina é
normalmente conhecida por estar associada a firmeza, estrutura e elasticidade e é
produzida de forma natural pelo organismo, mas também podera ser proveniente da
ingestdo de alimentos ricos em colagénio, como o caso de gelatinas ou suplementos

alimentares ricos neste constituinte.

Devido a sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, o colagénio é um
dos biomateriais mais procurados pela industria farmacéutica, cosmética, biomédica e
alimentar (Wang et al., 2008; Zhang et al., 2009; Ahmad et al., 2010). Grande parte do
colagénio comercial provém da pele de bovino, porco ou desperdicios resultantes do
processamento do frango (Aberoumand, 2012; Muralidhara et al., 2013). Porém, a utilizagcéo
de colagénio de origem animal terrestre ndo é bem aceite em certas religibes, como o Islao,
Judaismo ou Hinduismo, e também algumas etnias devido as suas crencas. Por outro lado,
a presenca de contaminantes biol6gicos responséveis por desenvolver doencas como a
encefalopatia espongiforme bovina (vulgarmente conhecida como a doenca das vacas
loucas), encefalopatia espongiforme transmissivel e doenca do méao-pé-boca, faz com que
haja necessidade de procurar outras formas de produzir colagénio sem perigo para o
Homem e que seja aceite por todas as comunidades religiosas e grupos étnicos. A extracao
de colagénio a partir de animais marinhos surge como uma alternativa a outras origens,
visto que ndo existe qualquer impedimento por parte das comunidades ao consumo de
colagénio de origem marinha (Aberoumand, 2012).

Contudo, as propriedades quimicas e fisicas do colagénio obtido a partir de animais
marinhos e de animais terrestres sdo diferentes (Pati et al., 2010), o que pode condicionar a

sua utilizag&o industrial.
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1.2.1. Estrutura e composi¢cdo do colagénio

A massa molecular do colagénio é cerca de 330 kDa e depende da sua origem, ou
seja, da espécie. E uma proteina que apresenta a capacidade de formar fibras insoliveis
com elevada resisténcia a tensdo e estabilidade. O colagénio apresenta uma estrutura
tridimensional constituida por uma tripla hélice com cerca de 1 000 aminoécidos cada
(Regenstein e Zhou, 2007). Apesar das cadeias de colagénio apresentarem diferencas entre
si, todos os tipos de colagénio apresentam uma caracteristica comum: a cadeia direita da
tripla hélice é composta por cadeias a (Dybka e Walczak, 2009).

A estrutura do colagénio é estabilizada pela repeticdo da sequéncia de trés
aminoacidos, em que a primeira posi¢cao da sequéncia é sempre ocupada pela glicina e as
outras normalmente pela prolina e hidroxiprolina, observando-se uma repeticdo ao longo da
cadeia a sequéncia Gly-X-Y. Desta forma, a glicina representa cerca de 33 % dos
aminodcidos totais, a prolina corresponde entre 12 a 14 % e hidroxiprolina a mais de 14 %
(Ogawa et al., 2004; Goémez-Guillén et al., 2005; Aberoumand, 2012; Liu et al., 2012).

A glicina esté localizada no centro da tripla hélice, sem qualquer tipo de interacao
com outros aminoacidos, formando assim uma estrutura sem repulsdes e estavel (Fig. 1)
(Regenstein e Zhou, 2007).

Figura 1 - Esquematizac&o da estrutura do colagénio, onde podemos observar o centro da estrutura com a
glicina. Fonte: Rest e Garrone, 1991.
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A patrticular estabilidade da tripla hélice do colagénio deve-se aos anéis da pirrolidina
presentes nos amino&cidos hidroxiprolina e prolina que permitem diminuir os impedimentos
estereoquimicos, e também aos grupos hidroxilo (-OH) que permitem estabelecer ligacbes
por pontes de hidrogénio entre as diferentes cadeias polipeptidicas (Gomez-Guillén et al.,
2005; Regenstein e Zhou, 2007).

Nas extremidades da cadeia do colagénio é possivel observar uma zona com
polipéptidos nado helicoidais e que se designam por telopéptidos. A extremidade C-
propéptido apresenta um papel muito importante na iniciacdo da formacéo da tripla hélice,
enquanto a extremidade N-propéptido, encontra-se diretamente envolvida na regulacdo das
fibrilas. Na figura 2 encontra-se representada a tripla hélice tipica do colagénio (Gelse et al.,
2003).

N-propéptido C-propéptido

telopéptido telopéptido

(ndo-helicoidal)

(ndo-helicoidal)

Figura 2 — Estrutura molecular caracteristica do colagénio. Fonte: Gelse et al., 2003.

Nos organismos vertebrados, as trés cadeias helicoidais do colagénio constituem o
tropocolagénio e as suas unides em complexos e de forma aleatdria permitem que se
formem fibras e redes nas membranas dos tecidos, ossos e membrana basal (Jain et al.,
2014).

Os multiplos estudos sobre o colagénio levaram a identificacdo de 29 tipos que
diferem na sequéncia de aminoacidos, funcao e estrutura, sendo identificadas 42 cadeias de
polipéptidos diferentes. As proteinas de colagénio podem ser agrupadas consoante as suas
semelhancas de estrutura e organizacdo molecular, constituindo varias familias de
colagénio: colagénio responsavel pela formacéo de fibrilas, colagénios associados a fibrilas
com interrupcdes na tripla hélice (FACIT, Fibri-Associated Collagens with Interrupted Triple
Helices), colagénio de rede, fibrilas de ancoragem, multiplexina e colagénios associados em
membrana com interrup¢des na tripla hélice (MACIT, Membrane-Associated Collagens with
Interrupted Triple Helices) (Dybka e Walzcak, 2005; Shoulders e Raines, 2009; Jain et al.,
2014; Wang et al., 2014).
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Os diferentes tipos de colagénio séo classificados de | a XXIX, sendo o do tipo | o
componente principal da matriz extracelular que confere forca e resisténcia aos tecidos
biol6gicos (Giraud-Guille et al., 2000; Wang et al., 2014). O colagénio do tipo | representa
cerca de 90 % da massa organica dos 0ssos, estando também presente nos tenddes, pele,
ligamentos, cdrnea e em varios tecidos conjuntivos intersticiais (Gelse et al., 2003; Liu et al.,
2012). Dos restantes tipos de colagénio, os mais frequentes séo o II, lll, IV e V. Os
colagénios do tipo Il e lll séo os principais componentes das cartilagens e fibras reticulares,
respetivamente. Quanto ao colagénio do tipo IV participa na formacdo das células da
membrana basal. Por sua vez, o colagénio do tipo V encontra-se na superficie das células e

do cabelo, admitindo-se que esteja presente também na placenta (Zahrani, 2010).

Conforme referido, todos os tipos de colagénio sédo constituidos por trés cadeias a,
gue podem ser todas iguais, designando-se por homotrimeros, como € o caso do colagénio
do tipo 11, 11I, VII, VI, X, X, XV, XVII, XXIII, XXV. Por outro lado, outros tipos de colagénio
como o |, IV, V, VI, IX e XI sdo heterotrimeros, uma vez que, sado constituidos por duas ou
trés cadeias a diferentes (Dybka e Walczak, 2009).

O colagénio associado a fibrilas com interrup¢des na tripla hélice (FACIT), encontra-
se ligado ao colagénio fibrilar. Por exemplo, o colagénio do tipo IX encontra-se
covalentemente ligado a superficie do colagénio fibrilar composto por colagénio do tipo Il. A
estrutura do FACIT é caracterizada por dominios de colagénio interrompidos pelas
pequenas cadeias ndo-helicoidais e pelas moléculas associadas as superficies das varias
fibrilas (Gelse et al., 2003; Jain et al., 2014).

Quanto as restantes familias de colagénio (de rede, de ancoragem, multiplexina e
MACIT), pouco se sabe sobre o seu papel, apenas é conhecida a sua conformacado mais
estavel, com a possibilidade de interagdes com outras moléculas e onde se encontra.

Na figura 3 apresentam-se algumas conformacdes dos diferentes tipos de colagénio.
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Colagénio Fibrilar
'\\ ..
1 %
( F

FACIT
(colagénio 1X)

~—0——

~ ™~
A Y
__/" Colagénio de Rede (colagénio VI)

Colagénio de Rede (colagénio VIIl e X)

Colagénio de Rede (colagénio IV)

Fibrilas de ancoragem (colagénio VII)
> > @® Dominios ndo-colagenosos
— Tripla hélice [Gly-X-Y) -

Figura 3 - Conformacgdes resultantes das associagdes dos diferentes tipos de colagénio ou interagcdes com
outros dominios. Fonte: Ricard-Blum, 2011.

Na tabela 1 encontram-se discriminados os diferentes tipos de colagénio

pertencentes a um grupo especifico, bem como a sua estrutura e distribuicdo no organismo.
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Tabela 1 - Diferentes grupos e tipos de colagénio, assim como a composi¢do da cadeia e a sua distribuicdo no
organismo. Fonte: Gelse et al., 2003; Jain et al., 2014.

I al[l].a2[l] Derme, o0ssos, tenddes, ligamentos
Il al[ll]s Cartilagem, vitreo
11 alflll]s Pele, vasos sanguineos, intestino
Colagénio
. al[Vl]s Codrnea, placenta (derme e ossos encontra-
responsével pela \% )
N - al[V],o2[V] se em pequenas quantidades)
formacao de fibrilas
Xl al1[XlJa2[XIa3[XI] Cartilagem, disco intervertebral
XXIV - Coracdo, retina
XVII - Cartilagem
IX al1[IX]a2[IX]a3[IX] Cartilagem, cdrnea, vitreo
Xl al[XIl]s Derme, tendbes
XIV al[XIV]s Disperso pelos ossos, derme e cartilagem
XVI [al(XVID)]3 Derme, rins
FACIT XIX [a1(XIX)]3 Membrana basal
XX [al(XX)]s Cérnea
XXI [a1(XXD)]3 Estdmago, rins
XXl - Tecido conjuntivo
XXVI - Testiculos, ovarios
Fibrilas de )
VI al1[VII],a2[VII] Derme, bexiga
ancoragem
v a1[lV],a2[IV] Membrana basal
al[Vija2[VI] ] )
VI 3] Disperso pelos 0ssos, derme e cartilagem
a
Colagénio de rede
al[VIl]s ) i )
VI Disperso pela derme, cérebro, coracao e rins
a2[VIl];
X al[X]z Cartilagem
) ) XV [al(XV)]s Capilares, testiculos, rins, coragéo
Multiplexina
XVII [al(XVIID]3 Figado, membrana basal
Xl [a1(XNn)]s Células endoteliais, olhos, derme, coracéo
MACIT XVII al1[XVIl]s Junc¢éo da derme com a epiderme
XXV - Cérebro, coracao, testiculos

1.2.2. Biossintese do colagénio e patologias associados

A biossintese do colagénio inicia-se com o processo de transcricdo do gene com
varios procedimentos complexos desde a agregacao dos heterotrimeros até a formacgéo de

longas fibrilas, associadas em tripla hélice, com diferentes funcfes nos respetivos locais dos
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organismos, envolvendo processos no interior e no exterior das células. Este processo tem
sido particularmente estudado no caso do colagénio do tipo | o qual, sendo o mecanismo
base para a formacdo da tripla hélice, pode ser aplicado aos outros tipos de colagénio
(Gelse et al., 2003).

O colagénio é sintetizado pelos fibroblastos, células com origem na mesoderme.
Estas células sdo as mais numerosas do tecido conjuntivo e tem como funcdo garantir a
viabilidade e amplificar a atividade mittica e a sintese das fibrilas, especialmente na
cicatrizacao das feridas. As células no seu estado maduro sdo conhecidas como fibrécitos e
encontram-se com mais frequéncia nos tenddes e ligamentos (Jain et al., 2014).

Os primeiros processos ocorrem dentro da célula, onde ocorre primeiro o processo
de transcricdo de ADN e de seguida o processo de tradugdo. Através deste processo €
possivel traduzir a informacédo presente nos genes com a finalidade de produzir diferentes
aminodcidos, levando a formacéo de duas cadeias a (a-1 e a-2). Este processo ocorre nos
ribossomas presentes no reticulo endoplasmatico rugoso (RER), formando-se inicialmente
uma cadeia de péptidos denominada preprocolagénio (Gelse et al., 2003; Jain et al., 2014).
Este € libertado no limen do RER, ocorrendo depois varias modificacdes pos-traducéo, tais
como hidroxilagéo da prolina e da lisina, as quais dependem do &cido ascorbico (vitamina C)
como cofator. A formagao da hidroxiprolina é de extrema importancia porque vai permitir a
formacdo de ligacBes intramoleculares por pontes de hidrogénio, contribuindo para a
estabilidade da estrutura em tripla hélice. A hidroxilisina, por sua vez, é responsavel pelas
ligagBes entre as cadeias das fibrilas, isto é, contribui para a estabilizacdo e formacdo das
ligacdes cruzadas do colagénio (Dybka e Walczak, 2009; Li et al., 2013; Jain et al., 2014).

Posteriormente ocorre a glicosilacdo especifica dos residuos de hidroxilisina,
formando-se assim a molécula em tripla hélice, chamada procolagénio, transportada por
vesiculas do aparelho de Golgi e libertado para o exterior da célula por exocitose (Dybka e
Walczak, 2009; Jain et al., 2014). No exterior da célula, ocorre a rotura das extremidades
(zonas néo-helicoidais), formando tropocolagénio, seguindo-se a polimerizacdo em que a
juncao de varias moléculas permite formar as fibrilas de colagénio. Esta forma de colagénio,
através de ligacBes cruzadas, permite agrupar as fibrilas de colagénio, levando a formacédo
de fibras de colagénio (Jain et al., 2014).

O estudo da biossintese do colagénio e da sua estrutura molecular bem como a
associagdo dos diferentes tipos de colagénio tem sido muito importante para conseguir
entender certas patologias associadas ao colagénio. Por exemplo, o escorbuto € uma das

mais conhecidas patologias associada ao colagénio.
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O escorbuto é uma doenga cuja etiologia estd relacionada com a deficiente
biossintese do colagénio. Esta doenca € desencadeada pela auséncia ou falta de vitamina C
no organismo. Ja anteriormente referido, a vitamina C atua como cofator na sintese de
colagénio sendo necessario para a hidrolixacao da prolina e lisina. A caréncia ou auséncia
da vitamina C resulta na formacédo irregular do colagénio, condicionando a formacéo de
osteoblastos e, por sua vez, diminuindo ou anulando a formacdo de ostedide. Os
osteoblastos, assim como os fibroblastos, tém a capacidade de sintetizar tecido 6sseo e séo
responsaveis por sintetizar ostedides que representam a parte ndo mineralizada da matriz
O0ssea que se forma antes da maturacdo do tecido désseo. Assim, os baixos niveis de
vitamina C afetam o metabolismo do colagénio que, por consequéncia, afeta a capacidade

de regeneracdo e reparacdo dos tecidos (Jain et al., 2014).

Outra doenca relacionada com o colagénio é a osteogénese imperfeita. Trata-se de
uma doenca rara, hereditaria e conhecida por interferir na formacdo Ossea, tendo como
consequéncia uma elevada fragilidade 6ssea causada pela baixa massa 6ssea. A causa
desta doenga esta relacionada com mutagdes que ocorrem nos genes durante a sintese
proteica do colagénio do tipo |, podendo ocorrer varios tipos de mutacdes. A osteogénese
imperfeita pode ser classificada consoante a sua gravidade, existindo até a data quatro tipos
de patologias do tipo | ao tipo 1V, em que o do tipo IV apresenta um quadro clinico mais
diversificado. Todos estes tipos de patologias encontram-se associados a muta¢des nos
genes do colagénio do tipo I, ocorrendo a mais comum no codao da glicina que leva a sua
substituicdo por outros aminoacidos, diminuindo assim a estabilidade da tripla hélice (Engel
e Bachinger, 2005; Roughkey et al., 2003).

1.2.3. Aplicacdes do colagénio

O colagénio apresenta varias vantagens como biomaterial, tais como a abundéancia e
facilidade em ser extraido a partir dos organismos, a bioacessibilidade, a sua sinergia com
componentes bioativos, ndo ser téxico, ser biocompativel e compativel com polimeros
sintéticos.

Devido as suas propriedades, na area da engenharia de tecidos, o colagénio afirma-
se como sendo o biomaterial mais utilizado pela sua excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade e fraca antigenicidade, sendo procurado também pela area da cosmética
pelas mesmas razdes e utilizado para o fabrico de champds, cremes faciais, locdes
corporais entre outros produtos cosméticos (Zahrani, 2010; Pal e Suresh, 2016).

O colagénio tem sido também utilizado nas areas da medicina e farmacia como

molécula transportadora de drogas, proteinas e genes, sendo um exemplo dessa aplicacao
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a utilizacao de farmacos para tratamento de cancro (Kim e Mendis, 2006). Também tem sido
usado para intervengdes cirargicas cardiovasculares e plasticas e em outras &reas da
medicina como ortopedia, urologia, neurologia e oftalmologia, sendo ainda também utilizado
para a reconstrucdo de pele artificial através da interagcdo de colagénio com outras

moléculas (Zahrani, 2010).

Até a data, ndo existe na legislacao alimentar qualquer restricdo sobre os limites ou
os inconvenientes em utilizar colagénio nos alimentos. A atividade oxidante do colagénio
permite conferir estabilidade oxidativa a certos produtos alimentares, prevenindo processos
de oxidacdo. Pal e Suresh (2016) referem a utilizacdo do colagénio como impeditivo de
processos oxidativos que leva ao aumento do periodo de conversacao util da carne através

do revestimento da superficie com colagénio.

Contudo, existem algumas dificuldades e inconvenientes na utilizagdo do colagénio a
nivel industrial, como sejam: o elevado custo em purificar colagénio tipo | (0 mais comum e
abundante), variabilidade em isolar colagénio, efeitos colaterais e apresentar baixa
estabilidade térmica (Lee et al., 2001; Pati et al., 2010).

1.3. Extracado do colagénio

A extracdo de colagénio a partir de produtos de origem marinha processa-se,
fundamentalmente, em trés fases: (i) pré-tratamento da matéria-prima, (ii) extragdo do
colagénio propriamente dita e (iii) purificacdo do colagénio. Na primeira fase inclui-se a
limpeza e fragmentacdo do material para facilitar as subsequentes operacdes de extracdo
as quais tém como objetivo eliminar as fracdes proteicas ndo colagenosas, lipidos,
pigmentos e outros constituintes. No caso das espinhas e escamas de peixe torna-se
também necessaria uma desmineralizacdo para eliminar o carbonato de célcio e outros
constituintes inorganicos (Regenstein e Zhou, 2007). A fragcdo de proteinas ndo-colagenosas
€ removida usualmente por extracdo com uma solu¢cdo de NaOH 0,1 M (Sionkowska et al.,
2015; Chuaychan et al., 2015; Pal et al., 2015). Liu et al. (2015) verificaram que a extracado
do colagénio da pele de carpa (Ctenopharyngodon idella) com solu¢gbes de NaOH com a
concentracdo de 0,05 M ou 0,1 M permitia a obtencdo de colagénio sem perdas
significativas, mas a extragdo com solu¢gbes de NaOH mais concentradas (0,2 M ou 0,5 M)
reduzia a percentagem de colagénio extraido e provocava alteracdes estruturais nesta
proteina. A extracdo de colagénio com NaOH leva também a rotura de liga¢des cruzadas do
colagénio, facilitando assim a sua extracdo (Schrieber e Gareis, 2007). No processo de

extracdo de colagénio da pele de esturjdo (Acipenser schrencki), Wang et al. (2014b)

10
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procederam a eliminacdo das proteinas ndo-colagenosas recorrendo a uma solucdo de
NaCl a 20 %.

Na desmineralizagdo da matéria-prima para eliminar o célcio ou outros constituintes
inorganicos tem sido utilizado EDTA 0,5 M (Liang et al., 2014). No que respeita a eliminacéo
da fracéo lipidica, é usual a utilizacdo de alcool butilico a 10 % (Li et al., 2013; Kaewdang et
al.,, 2014), mas Nagai et al. (2015) recorreram a etanol a 10 % como alternativa para
remover a gordura.

Na segunda fase de extracdo do colagénio tém surgido propostas de utilizacdo de
diferentes metodologias que se podem agrupar nas seguintes:

a. Solubilizacdo do colagénio numa solugéo salina;

b. Solubilizagdo do colagénio numa solugdo &cida;

c. Solubilizacdo do colagénio com enzimas proteoliticas;
d

Extracdo do colagénio com recurso a ultrassons.

O processo de extracdo com uma solucdo de NaCl 0,45 M durante 24 horas foi
utilizado por Liang et al. (2014) e Wang et al. (2014b), respetivamente, em cartilagens e
peles de esturjao. No entanto, o processo de extracdo com uma solucdo acida € o mais
utilizado, tendo sido usados varios acidos organicos como o acido acético (Muyonga et al.,
2004; Liang et al., 2014; Pal et al.,, 2015), tricloroacético (Fitch et al., 1955), citrico
(Sadowska et al., 2003) e lactico (Skierka e Sadowska, 2007). O recurso a acidos
inorganicos como o &cido cloridrico tem sido proposto para a extracdo de colagénio
presente em restos arqueolégicos (Caputo et al., 2012; Sealy et al., 2014). O colagénio
extraido com acido é designado por colagénio solivel em &cido (ASC, Acid Soluble

Collagen).

Diferentes enzimas proteoliticas como a pepsina, tripsina e colagenase tém sido
usadas para aumentar o rendimento da extracdo de colagénio por solubilizacdo &cida. A
pepsina é a mais utilizada na extracdo de colagénio de origem marinha, podendo atuar
conjuntamente com uma solucéo de acido acético ou isoladamente apds extracdo prévia do
colagénio com &cido acético. O colagénio extraido com a pepsina é designado por colagénio
soluvel com pepsina (PSC, Pepsin Soluble Collagen). A aplicacdo de niveis limitados desta
enzima permite aumentar o rendimento do processo de extracdo, tal como verificado por
varios autores (Liang et al., 2014; Wang et al., 2014b; Pal et al., 2015; Mahboob, 2015;
Chuaychan et al., 2015). A extracdo de colagénio com uma quantidade limitada de pepsina
€ um método que apresenta algumas vantagens: a pepsina pode hidrolisar proteinas nao-
colagenosas e estas proteinas hidrolisadas podem ser removidas, usando a precipitacdo

com sal e a didlise para aumentar a pureza do colagénio; a hidrélise dos telopéptidos do
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colagénio torna-o mais facilmente soltvel em condi¢des &cidas, resultando um aumento da
eficiéncia da extragcédo; a digestdo com pepsina pode reduzir a antigenicidade provocada
pelos telopéptidos do colagénio, permitindo assim ultrapassar problemas relevantes em
aplicacdes nas industrias alimentar e farmacéutica (Matmaroh et al., 2011; Benjakul et al.,
2012; Wang et al.,, 2014a). Na figura 4 apresenta-se esquematicamente a extracdo de

colagénio com pepsina.
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Figura 4 - Extracao de colagénio com pepsina em acido acético 0,5 M a 4 °C. (A) Degradagéo do tecido ndo-
colagenoso; (B) Rotura dos telopéptidos de colagénio pela pepsina; (C) Colagénio solGvel em pepsina ou

atelocolagénio. Fonte: adaptado de Benjakul et al., 2012.

Outra alternativa de extracao do colagénio envolve a aplicacao de ultrassons (20 kHz
com amplitudes entre 20 a 85 %) a subprodutos de origem marinha (Kim et al., 2013; Yang
et al., 2013; Ran e Wang, 2014) o que permite melhorar o rendimento da extracdo. Neste
processo, 0s subprodutos, apds pré-tratamento, sdo imersos numa solucado de 4cido acético
durante 12 horas, procedendo-se entdo a extracdo com a aplicagdo de ultrassons. O

rendimento obtido depende da amplitude e duracdo do tratamento, o qual é superior ao
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atingido pelo método tradicional (Kim et al., 2013). Verificou-se também que este tratamento
ndo provocava alteragcbes nos principais componentes do colagénio. A aplicacdo de

ultrassons na extragado de colagénio esta representada na figura 5.

M .»-..‘,_“, Tratamento
contlnuo

‘tm

Figura 5 - Extracéo do colagénio pelo efeito conjunto do &cido e dos ultrassons. (a) Fibra de colagénio;
(b) Colagénio extraido pelo tratamento conjunto; (c) Produto de degradacéo do colagénio induzido pelo

tratamento continuo com o acido e os ultrassons. Fonte: adaptado de Kim et al., 2013.

A terceira fase de extracdo do colagénio inclui os processos de recuperacao do
colagénio solubilizado a qual é realizada, normalmente, por precipitacdo com NaCl,
seguindo-se a centrifugacao, dialise e liofilizacdo. Na precipitacdo do colagénio adiciona-se
NaCl até uma concentracao final de 2,6 M na presencga de Tris a pH 7,5 (Benjakul et al.,
2010). No entanto, a concentracdo de NaCl pode ser ajustada a cada caso de modo a
permitir maximizar a recuperacao de colagénio e a remocao das impurezas. O colagénio
precipitado é recuperado por centrifugacéo e re-solubilizado num volume minimo de &cido
acético 0,5 M, seguindo-se a dialise contra &cido acético 0,1 M e agua destilada. O dialisado
é finalmente seco por liofilizacao.

O rendimento atingido na extragdo do colagénio e as respetivas propriedades
dependem nédo s6 da matéria-prima usada e do estado de conservacdo, mas também do
método seguido na extracdo. Todos os métodos tém em comum a execucdo dos diferentes
passos a baixa temperatura de modo a evitar a degradacdo do colagénio (Regenstein e
Zhou, 2007). Na tabela 2 apresentam-se alguns rendimentos obtidos na extracdo do
colagénio a partir de barbatanas, cartilagens, escamas, espinhas e peles de varias espécies

de peixes por diferentes métodos de extracao.
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Tabela 2 - Rendimentos obtidos na extragéo de colagénio de diferentes espécies e varios métodos.

-

Barbatanas de catla ASC 6,7
Mahboob, 2015
(Catla catla) PSC 8,8
) N SSC 2,18
Cartilagens de esturjéo )
) . ASC 27,04 Liang et al., 2014
(Acipenser schrenckii)
PSC 55,92
Espinhas de carpa-do-limo ASC 0,7
) Wang et al., 20142
(Ctenophanyngodon idella) PSC 3,5
Peles de carpa-mrigal ASC 4,7
o ) Mahboob, 2015
(Cirrhinus mrigala) PSC 6,5

Peles de robalo-japonés ]
) ) UAC 17,97 Kim et al., 2013
(Lateolabrax japonicus)

Legenda: ASC — colagénio soltvel em &cido; PSC — colagénio solivel em pepsina; SSC — colagénio soluvel

numa solugéo salina; UAC — colagénio extraido com ultrassons.

1.4. Hidrolisados de colagénio

A preparacdo de hidrolisados proteicos de pescado tem vindo a merecer um
interesse crescente nos Ultimos anos. Esta tecnologia permite valorizar os subprodutos de
pescado dado que os hidrolisados proteicos apresentam atividades biol6gicas diversas que
s6 se manifestam quando determinadas sequéncias de aminoacidos séo libertadas das
proteinas por hidrélise. De entre as atividades dos hidrolisados destacam-se as relacionadas
com a saude, nomeadamente no sistema imunolégico e na prevencdo de doencas
cardiovasculares e do sistema nervoso. Os hidrolisados podem ser preparados a partir de
todas as proteinas presentes nos varios tecidos do pescado, mas também a partir de
proteinas especificas como o colagénio. Os péptidos do colagénio podem ser obtidos por
processamento quimico, degradacgdo/hidrélise usando enzimas exdgenas ou enddgenas,
fermentacdo microbiana, sendo ainda produzidos durante a digestdo gastrintestinal (Suresh
e Prabhu, 2013; Liu et al., 2015).

Os métodos quimicos de preparacdo dos hidrolisados de colagénio podem ser
acidos ou alcalinos. Estes métodos de hidrolise ndo sdo dispendiosos, nem exigem uma
tecnologia complexa e os tempos de hidrélise sdo relativamente curtos e aplicaveis em

processos industriais. No entanto, estes processos envolvem solu¢des &cidas ou alcalinas
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concentradas, tornando-os ecologicamente inaceitaveis e, por outro lado, reduzem o valor
nutricional destes produtos. A hidrélise &cida é realizada normalmente com uma solucao
concentrada de &cido cloridrico (6 M) a temperaturas de 110 — 120 °C e durante 18 a 48
horas. Na hidrélise alcalina utilizam-se solu¢des concentradas de hidroxido de sédio ou de
potassio a temperaturas elevadas (130 a 180 °C). Porém, este processo pode destruir

alguns aminoacidos como a serina, cisteina, histidina e treonina (Anal et al., 2013).

Na hidrélise enzimética do colagénio de origem marinha tém sido utilizadas multiplas
proteases comerciais de origem microbiana tais como as de grau alimentar (como alcalase,
flavourzyme, protamex) ou de grau ndo alimentar (colagenase, proteinase K,
metaloproteases, proteases serinicas), provenientes de plantas (papaina, bromelina, ficina)
e de animais (por exemplo pepsina, a-quimotripsina, neutrase, tripsina) (Mora et al., 2014;
Liu et al.,, 2015). A hidrélise enzimatica provoca a degradacdo gradual das cadeias
polipeptidicas a e B em pequenos péptidos com massas moleculares entre 1 e 4 kDa (Liu et
al., 2015).

A irradiagdo com micro-ondas tem vindo a ser aplicada em processos de hidrolise
enzimatica como alternativa ao processo de aguecimento convencional. O aquecimento com
micro-ondas permitiu realizar a hidrolise enzimatica de ligac6es peptidicas de varias
proteinas com o citocromo c, ubiquitina, lisozima ou mioglobina em minutos, enquanto o
mesmo processo realizado com aquecimento convencional exigia horas (Pramanik et al.,
2002). A eficiéncia do aquecimento com micro-ondas na digestdo de varias proteinas foi
também demonstrada por Juan et al. (2005) que reduziram o tempo de hidrélise de 16 horas
no processo com aguecimento convencional para 5 minutos quando utilizaram o
agquecimento com micro-ondas. No entanto, a aplicacdo de micro-ondas na preparacao de

hidrolisados proteicos por via enzimatica ainda é limitada.

A massa molecular dos péptidos obtidos € um dos fatores mais importantes que
determinam as respetivas atividades biol6gicas. Neste sentido, torna-se necessario recorrer
ao método mais adequado de preparacdo de modo a obter péptidos com a massa molecular
e as propriedades funcionais pretendidas (Kim e Wijesekara, 2010; Liu et al., 2015). A
distribuicdo de massas moleculares dos hidrolisados de colagénio depende da respetiva

origem, do tipo de enzima utilizado e das condi¢des da hidrolise (Liu et al., 2015).
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1.5. Caracterizacéo reoldgica

A reologia € a ciéncia que estuda o escoamento e a deformacéo dos materiais. As
determinac@es reoldgicas permitem obter informacdes sobre a forma como um determinado
material reage quando sujeito a uma for¢ca de caracter mecéanico. O comportamento
reolégico dos materiais € muito variado e complexo, apresentando comportamentos
diferentes quando sujeitos a condigbes diferentes, quer a nivel das tensdes e da velocidade
de deformacao em corte quer em funcdo da temperatura ou outras variaveis (Alves, 2003).

A caracterizacdo reoldgica dos materiais tem subjacente a definicdo tedrica de trés
estados estruturais da matéria: sélido puro (ou sélido de Hooke), liquido puro (ou liquido de
Newton) ou material viscoelastico (Sousa, 2001; Alves, 2003).

O material viscoelastico apresenta, simultaneamente, um comportamento elastico e
viscoso, ou seja, manifesta caracteristicas intermédias entre um fluido e um solido. Estas
duas componentes séo caracterizadas pelo modulo complexo dindmico (G*) expresso como
a razdo entre uma tenséao sinusoidal e a respetiva deformagéo. Este modulo resulta de uma
relacdo matematica entre duas componentes: a componente elastica — G’, e a componente
viscosa — G”. A componente elastica ou moédulo de conservacdo, mede a energia que é
conservada e depois utilizada na recuperacao da deformacdo quando a tenséo é removida,
refletindo deste modo a contribuicdo elastica material. Quando a componente viscosa ou
moédulo de dissipagdo, mede a energia que é dissipada no escoamento para vencer o atrito
interno, refletindo deste modo a contribuicdo viscosa (Sousa, 2001; Alves, 2003). Assim, G*

€ representado da seguinte forma:

G*= G+ iG"

O material viscoelastico apresenta um comportamento ndo newtoniano, ou seja,
guando sujeito a uma dada tensdo podera formar ligacbes temporarias, ou estruturas
internas mais ou menos complexas que permitem formar uma rede mais ou menos
organizada sob a forma de emulsdo ou gel. Este comportamento pode ser expresso pela
dependéncia da viscosidade em relagdo a velocidade de deformacgao: n = f (y), em que a
viscosidade para velocidade de deformagéo nula é designada por viscosidade aparente, nap
(Alves, 2003).
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Na figura 6 podemos observar os diferentes comportamentos reolégicos quando é

aplicada uma dada tenséo.

Tl

reoespessante
newtoniano
n
reofluidificante
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Y

Figura 6 - Curva de tenséo em funcédo da velocidade de deformacao, representados os diferentes tipos de

comportamento reoldgico. Fonte: Bastos, 2013.

Um fluido newtoniano apresenta uma relacdo proporcional entre a tensdo e a

velocidade de deformacdo, apresentando um comportamento distinto dos outros dois

comportamentos dos fluidos. Assim, nos fluidos reofluidificantes, a viscosidade aparente

diminui com o aumento da velocidade de deformagdo, sendo o comportamento mais

frequente e tipico de produtos como iogurtes ou maioneses. Este comportamento resulta da

guebra de interacdes moleculares e do alinhamento das cadeias dos polimeros na direcao

do escoamento com o0 aumento do gradiente de velocidade (Alves, 2003; Bastos, 2013). Na

figura 7 encontra-se representado uma curva de escoamento tipica de uma emulsao com

comportamento reofluidificante.
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Figura 7 - Curva de viscosidade tipica de uma emulsdo com comportamento reofluidificante e respetivas

mudancas moleculares que ocorrem quando aplicado uma dada velocidade de deformacéo. Fonte:

Bastos, 2013.
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A zona | é tipica de um fluido newtoniano, que corresponde a uma viscosidade limite,
No, € equivale ao valor maximo de viscosidade do sistema naquelas condi¢des. Na zona |
verifica-se o comportamento reofluidificante, ocorrendo a diminui¢cdo da viscosidade com o
aumento da velocidade de formacédo, devido a destrui¢cdo continua da estrutura interna. Por
ultimo, na zona lll verifica-se novamente um comportamento newtoniano, caracterizado
também por uma viscosidade limite, n., mas neste caso corresponde ao valor minimo de
viscosidade do sistema (Sousa, 2001; Alves, 2003).

Nos materiais que apresentam um comportamento reoespassante, regista-se um
aumento da tensdo de corte com a velocidade de deformacgédo, sendo o comportamento

tipico, por exemplo, de uma dispersdo de amido em agua (Alves, 2003).

Para avaliar o comportamento reolégico séo realizados dois tipos de testes: testes
estaciondrios e testes oscilatorios. Os testes estacionarios consistem na aplicacdo de um
gradiente de tensdo ou velocidade de corte unidirecional relativamente a amostra em
estudo, sendo usado estes testes para a determinacdo da viscosidade aparente. Desta
forma, esta determinagdo permite estabelecer as curvas de escoamento. No caso dos testes
oscilatorios, estes possibilitam analisar a amostra de uma forma ndo destrutiva, isto €, a
amostra € aplicado uma tensdo (ou deformacédo) que resulta numa fungcéo sinusoidal do
tempo e regista-se a deformacdo (ou tensdo) resultante. Uma vez que se trata de uma
funcao sinusoidal, e se for aplica uma deformacao linear, o angulo de perda ou dissipicao
(8), varia entre 0 e /2, consoante o comportamento viscoelastico se aproximar mais de um
sélido ou de um liquido. Contudo, quando 6 = 0 e 6 = /2 0 material tem um comportamento
100 % elastico (predominante sélido) e 100 % viscoso (predominante liquido),
respetivamente. Assim, é possivel calcular a razao entre a energia dissipada e a energia
armazenada a partir da tangente de dissipacao (tg §), como se encontra na expressao
seguinte (Alves, 2003).

14

o=
Como ja referido anteriormente, o colagénio possui diversas aplicagdes sendo
bastante procurado pela industria alimentar devido a sua capacidade em gelificar (Montero e
Borderias, 1990). Assim, a partir da caracterizacdo reoldgica é possivel avaliar as
propriedades viscoelasticas do colagénio extraido e averiguar sobre a sua aplicacdo

tecnoldgica a nivel alimentar.
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1.6. Situacédo do peixe-espada-preto em Portugal

Em 2015, as capturas da frota portuguesa atingiram as 194 164 toneladas de
pescado, 0 que representou um acréscimo de 5,6 % na producdo da pesca nacional,
relativamente a 2014 (INE, 2016).

Em Portugal continental, o peixe-espada-preto, Aphanopus carbo, (PEP) é capturado
ao longo da costa de Sesimbra até Matosinhos, de forma artesanal e tradicional, utilizando a
técnica do palangre (aparelho de anzéis). Esta forma de pescar é altamente seletiva e
considerada a mais sustentavel para o meio ambiente (ArtesanalPesca, 2016). A nivel
nacional, ¢ em Sesimbra que se concentra a maior descarga de PEP, correspondendo a
2513 de toneladas, o que equivale a quase toda a captura desta espécie em Portugal
continental. Na regido da Madeira, o PEP é um dos peixes mais procurados,
correspondendo a cerca de 34 % dos desembarques totais (INE, 2016).

Na tabela 3, encontram-se as quantidades e o valor do PEP desembarcado no

continente e nas regides autbnomas da Madeira e dos Agores.

Tabela 3 — Quantidade e valor dos desembarques de peixe-espada-preto. Fonte: INE, 2016.

Continente 127 026 217 316
Peixe-espada-preto 2527 7372

Acores 8164 28 033
Peixe-espada-preto 7 24

Madeira 5641 15635
Peixe-espada-preto 1902 7172

Na empresa ArtesanalPesca, situada em Sesimbra, produz-se filetes despelados
desta espécie, resultando subprodutos constituidos por peles, cabeca, visceras, espinhas e
aparas que, em 2012, atingiram 210 toneladas. Este material € essencialmente utilizado na
producédo de farinha e 6leo de peixe que apresentam baixo valor comercial. O processo de
producdo permite obter as peles separadas do outro material 0 que representa uma
vantagem para a sua posterior utilizacdo. Por outro lado, a pele constitui uma boa fonte de
colagénio, sendo expectavel que apresente propriedades diferentes do colagénio de

espécies de superficie por tratar-se de um peixe de profundidade.
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1.7. Objetivo

O colagénio € uma proteina presente nos subprodutos da industria do pescado, que
tem vindo a ser procurado e valorizado devido as suas caracteristicas e aplicacbes em
areas como a alimentar, farmacéutica e cosmética. Ainda a partir do colagénio, é possivel
preparar hidrolisados que apresentam propriedades biologicas diversas com especial
interesse na area da saude.

O presente trabalho teve como objetivo: (i) a extracdo de colagénio de peles de PEP,
realizada por via acida (ASC) e com pepsina (PSC); (ii) a caracterizacao do colagénio ASC e
PSC; (iii) a preparacdo de hidrolisados de colagénio por via enzimatica com aquecimento
por micro-ondas; (iv) a caracterizacéo dos hidrolisados obtidos e (v) a avaliacdo da atividade

antioxidante dos hidrolisados.
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2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

As peles de PEP utlizadas para a extracdo do colagénio neste trabalho séo
resultantes do processamento de filetes de peixe e foram fornecidas gentilmente pela
empresa ArtesanalPesca. A matéria-prima foi conservada a temperatura de cerca de -18 °C
no IPMA até posterior utilizag&o.

Para o corrente trabalho foram utilizadas enzimas hidroliticas como a pepsina
(SigmaAldrich, pepsina extraida da mucosa gastrica de suino, atividade da enzima: = 400
unidades/mg de proteina), a tripsina (SigmaAldrich, tripsina pancreatica de suino, tipo IX-S,
000 BAEE unidade/mg de proteina) e protamex (mistura de endopeptidases e
exopeptidases extraidas a partir de Bacillus sp.; Novozymes). Recorreu-se também a

utilizacdo de aminoacidos como norvalina (SigmaAldrich) e sarcosina (SigmaAldrich, 98%).

2.2. Métodos

2.2.1. Extracdo do colagénio a partir das peles de PEP

De modo a facilitar a extragdo do colagénio das peles de PEP, foi necessario
previamente cortar as peles em pequenos fragmentos. A extracdo de colagénio a partir das
peles foi feita de acordo com o método descrito por Nagai e Suzuki (2000) e Jongjareonrak
et al. (2005), com algumas alteracdes.

Pesou-se 150 g de peles previamente fragmentadas em pequenos pedacos. De
seguida, removeu-se todo o material da fracdo ndo-colagenosa, através da adicdo de
hidréxido de s6dio 0,1 M numa proporcéo de 1:30 (m/v) durante 24 h a 4 °C, com agitacao
ligeira. Esta solugéo foi mudada a cada 8 h. Ao fim das 24 h, lavou-se as peles com agua
destilada até pH neutro ou ligeiramente alcalino e triturou-se de forma a obter uma pasta o
mais homogénea possivel.

Apoés a eliminacao do material ndo-colagenoso, removeu-se a gordura com adi¢cao de
alcool butilico a 10 % numa proporcédo de 1:30 (m/v) durante 24 h com agitacao ligeira a 4
°C. Esta solucao foi trocada a cada 8 h. O material resultante foi coado e lavado com agua
destilada. Adicionou-se acido acético 0,5 M numa propor¢ao de 1:30 (m/v), e manteve-se a
mistura durante trés dias com agitacgao ligeira, a 4 °C. A mistura foi centrifugada a 20 000 g
durante 45 min a 4 °C e recolheu-se o sobrenadante. A centrifugacdo foi realizada num
equipamento  KUBOTA 6800 (KUBOTA, Japdo). Ao pellet resultante adicionou-se
novamente acido acético 0,5 M numa propor¢éo de 1:10 (m/v), e manteve-se em agitacao

ligeira a 4 °C, durante dois dias. A mistura foi centrifugada nas mesmas condi¢des
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anteriores e o sobrenadante foi recolhido e misturado com o obtido anteriormente. O residuo
resultante sera usado na extracdo com pepsina.

Com o objetivo de precipitar o colagénio, a combinacdo dos sobrenadantes foi
adicionado NaCl de modo a obter-se uma concentracédo final de 2,6 M e ajustou-se o pH a
7,5, com Tris 0,05 M. A solucao obtida foi centrifugada a 20 000 g, durante 45 mina 4 °Ceo
pellet resultante foi solubilizado com 10 volumes de acido acético 0,5 M. De seguida
realizou-se uma dialise contra acido acético 0,1 M durante 24 h e depois contra agua. O
dialisado obtido foi liofilizado e foi denominado de colagénio solivel em &cido (ASC). A
liofilizac&o foi realizada num equipamento Heto PowerDry LL300 (ThermoScientific, USA).

Para a extracdo com pepsina, ao residuo adicionou-se dois volumes de 4cido acético
0,5 M e pepsina a 0,1 % (m/m). A mistura foi mantida durante 24 h com agitacéo ligeira a 4
°C. ApGs este periodo, centrifugou-se durante 45 min, a 4 °C e a 20 000 g. O sobrenadante
obtido foi sujeito a dialise contra tampéao fosfato de sédio 0,02 M (pH 7,2), durante 24 h. A
solugcdo de tamp&o foi mudada frequentemente. O dialisado obtido foi centrifugado
(condicdes iguais a centrifugacdo anterior) e o pellet resultante foi solubilizado com 10
volumes de acido acético 0,5 M. Posteriormente, adicionou-se NaCl até uma concentracao
final de 2,6 M, tendo sido ajustado o pH a 7,5 antes da precipitacdo. A suspensao foi
centrifugada a 20 000 g durante 45 min, a 4 °C, e o precipitado redissolvido em 10 volumes
de acido acético 0,5 M. A solucéo foi dialisada contra dgua destilada. O produto obtido foi
liofilizado, sendo denominado de colagénio soltvel em pepsina (PSC).

Os ensaios foram realizados em duplicado e foram designados da seguinte forma:

ASC 11 ASC 1.2
' PSC1.1 PSC 1.2
ASC 2.1 PSC 2.2
? PSC 2.1 ASC 2.2

As condi¢cBes para a extracdo de ASC nao foram alteradas nos dois ensaios, mas
foram testadas dois tempos de atuacdo da pepsina, 24 e 48 h. Nos fluxogramas seguintes,
encontram-se esquematizados os processos de obtengdo do colagénio solavel em &cido
(ASC) (Fig. 8) e colagénio soluvel em pepsina (PSC) (Fig. 9).
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Fragmentos de pele de peixe 1
+
NaOH 0,1 M
1 24 h, 4 °C, agitacéo ligeira Dialise contra acido acético 0,1 M (24 h)
Eliminacdo da NaOH 1
+
Sucessivas lavagens com H,0 Didlise contra H,0
destilada (até pH ligeiramente alcalino
ou neutro) 1
l Liofilizacdo
Alcool butilico 10 % 1

| Colagénio Soluvel em Acido
Lavagens com H,0 destilada I (ASC)

1 24 h, 4 °C, agitacao ligeira

1 e m———— =

Acido acético 0,5 M

1 3 dias, 4 °C, agitacéo ligeira

Centrifugacéo 20 000 g, 45 min, 4 °C

Sobrenadante 1
v

Nota: deverd ser posteriormente
Acido acético 0,5 M misturado com o sobrenadante 2
para realizar o processo de
precipitacéo.

4 2 dias, 4 °C, agitacao ligeira
Centrifugacéo 20 000 g, 45 min, 4 °C
1 1 Sobrenadante 2 + 1

Precipitagcédo do colagénio
Adicédo de NaCl até concentracao final de 2,6 M
(Tris 0,05 M, pH 7,5)

!

Centrifugagdo 20 000 g, 45 min, 4 °C

!

Solubilizar o precipitado em 10 V de acido 1
acético

!

Figura 8 - Esquematizacdo do processo de extracao de colagénio solivel em acido (ASC).

Residuos (peles): vao ser
utilizados no processo de
PSC.
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Residuos (peles)

!

Adicionar 2 V de acido acético 0,5 M

!

Adicionar 0,1 % de pepsina

1 24/48 h, 4 °C, agitacgéo ligeira

Centrifugagéo 20 000 g, 45 min, 4 °C

!

Didlise contra tampéo fosfato de sédio 0,02 M pH 7,2
1 24 h, 4 °C, agitacao ligeira

Centrifugacéo 20 000 g, 45 min, 4 °C

!

Solubilizacdo do pellet obtido (10 V de acido acético 0,5 M)

!

Precipitagdo do colagénio
Adicdo de NacCl até concentracéo final de 2,6 M
(Tris 0,05 M, pH 7,5)

l

Centrifugagéo 20 000 g, 45 min, 4 °C

!

Redissolver o precipitado (10 V acido acético 0,5 M)

!

Dialise contra H,0

!

Liofilizacéo

!

F——=—===========7
| Colagénio Soluvel com Pepsina (PSC) :

Figura 9 - Esquematizacao do processo de extracéo de colagénio soltvel em pepsina (PSC).
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2.2.2. Composigao quimica aproximada

2.2.2.1 Determinac¢do da humidade

O teor de humidade da matéria-prima foi determinado de acordo com o procedimento
descrito na norma portuguesa NP 2282 (2009). Para esse efeito, pesou-se 10 g das peles
de PEP e secou-se na estufa a 105 °C durante 24 h. Ao fim deste tempo, retirou-se as
amostras e colocou-se de imediato num exsicador, deixando arrefecer. Procedeu-se a
pesagem das amostras secas. A determinacao foi realizada em triplicado.

A humidade da amostra é calculada pela seguinte formula:

m, —m
<L>x100
m; —my

Onde:
m; — a massa, expressa em grama, da caixa de Petri;
m, — a massa, expressa em grama, da caixa de Petri com a amostra;

M3z — a massa, expressa em grama, da caixa de Petri com amostra apds a secagem.

2.2.2.2 Determinacgéo da cinza total

Para a determinacdo do teor de cinza total da matéria-prima foi seguido o
procedimento descrito na norma portuguesa NP 2032 (2009).

Para a realizacdo do ensaio, colocou-se os cadinhos durante a noite anterior numa
mufla a 100 °C para posterior utilizacdo. Apds a secagem, pesou-se 10 g das peles de PEP
para os cadinhos. Colocou-se os cadinhos com a amostra na mufla a temperatura inicial de
200 °C. A temperatura foi aumentada gradualmente até os 500 °C e as amostras foram
mantidas durante a noite a esta temperatura. No dia seguinte, retirou-se os cadinhos da
mufla e foram arrefecidos em exsicador. Depois do arrefecimento, pesaram-se os cadinhos
e foram colocados novamente na mufla a 500 °C durante 30 min. Esta operacao foi repetida
as vezes necessarias até pesagens nao diferirem entre si em mais de 1 mg. Determinou-se
a cinza em duplicado.

Os resultados do teor de cinza sdo expressos em grama por 100 grama de amostra e

séo obtidos pela seguinte equagao:

(M) % 100
my, — my

Em que:

m; — a massa, expressa em grama, do cadinho;
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m, — a massa, expressa em grama, do cadinho e da amostra;

ms — a massa, expressa em grama, do cadinho e do residuo apds secagem.

2.2.2.3 Determinacédo da gordura

A determinacdo da gordura da matéria-prima foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959), com algumas alteracdes a metodologia.

Pesou-se 1 g de peles de PEP e adicionou-se 5 ml de metanol:cloroférmio (2:1).
Homogeneizou-se no Polytron PT 3100 D (Kinematica AG, Suica) durante 1 min e
adicionou-se 1 ml de solucdo saturada de NaCl, seguindo de agitacdo durante 30 s.
Adicionou-se 2 ml de cloroférmio e homogeneizou-se durante 30 s. De seguida, adicionou-
se 2 ml de agua Mili-Q e homogeneizou-se durante 1 min. Centrifugou-se o homogeneizado
numa micro-centrifugadora 2K15 (Sigma, Alemanha) a 2 152 g durante 10 min, a 4 °C. Ap0s
a centrifugacdo, retirou-se a fase aquosa e transferiu-se a fase organica para tubos com
sulfato de sédio anidro. Centrifugou-se novamente a fase orgénica com sulfato de sédio
anidro a 2 152 g durante 3 min, a 4 °C. Recolheu-se a fase organica para um baldo de péra
previamente tarado e filtrou-se por uma coluna de algodao e sulfato de s6dio anidro. Ao tubo
com sulfato de sédio anidro, adicionou-se 2 ml de cloroférmio e agitou-se numa rotacao
baixa no vortex e centrifugou-se novamente a 2 152 g durante 3 min, a 4 °C. Recolheu-se
novamente o extrato para o balao de péra. Lavou-se a coluna de algodéao e sulfato de sddio
anidro e evaporou-se o cloroférmio da péra no rotavapor num banho com uma temperatura
de 45 °C e 170 rpm. Secou-se a amostra com azoto durante 1 min para garantir que nao
havia cloroférmio na amostra. Esta determinacao foi realizada em duplicado.

O resultado do teor de gordura devera ser expresso em percentagem e é obtido pela

seguinte expressao:
m, —m
(;) x 100
ms

Onde:
m; - a massa, expressa em grama, da péra;
m, — a massa, expressa em grama, da péra com a gordura final;

M3z — a massa, expressa em grama, da amostra.
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2.2.2.4 Determinacédo da proteina total

A determinagdo da proteina total da matéria-prima foi efetuada pelo método de
Dumas descrito por Saint-Denis e Goupy (2004). Nesta determinagdo usou-se 0
equipamento Protein/Nitrogen Analyser FP-528 (LECO, Alemanha).

Pesaram-se 150 mg das peles de PEP, que depois foram colocadas no
equipamento. Procedeu-se a leitura onde sera determinado o azoto total por combustdo. A
guantificacdo é realizada com um fator de conversao igual a 6,25, obtendo-se desta forma o
teor de proteina bruta. Para o colagénio obtido da extracao, foi realizado o mesmo método e
0 mesmo fator de conversao, mas apenas pesou-se 50 mg de cada amostra.

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicado.

2.2.3. Determinagcdo dos aminoé&cidos

A determinacdo dos aminoacidos do colagénio extraido das peles de PEP (ASC do
segundo ensaio e PSC 2.1) de acordo com AOAC (1996).

Pesou-se uma quantidade de amostra que tinha entre 1,5 a 2,0 mg de azoto e
adicionou-se 1 ml de padr&o interno ISTD (10 nmolul* contendo norvalina e sarcosina).
Posteriormente adicionou-se 3 ml de HCI 6 M contendo 0,1 % de fenol. Colocou-se os tubos
num excicador, juntamente com uma capsula com lentilhas de NaOH e fez-se vacuo durante
10 a 15 min. De seguida, injetou-se azoto nos tubos durante 3 min, antes de os fechar de
forma a criar uma atmosfera inerte. Os tubos foram ser colocados numa estufa a uma
temperatura entre 110-115 °C e deixou-se ocorrer a hidrélise durante 24 h.

Apoés este periodo, e depois de se deixar arrefecer os tubos a temperatura ambiente,
filtrou-se o hidrolisado e adicionou-se 2,5 ml de NaOH 6 M e perfez-se o volume a 20 ml
com agua. De seguida, filtrou-se as amostras para um vial. A separacéo foi realizada num
equipamento HPLC Agilent 1100 (Agilent Palo Alton, CA) com derivatizacdo da pré-coluna
usando o-ftalaldeido (OPA) e cloroformato de 9-fluorenilmetilo (FMOC), pré-coluna
Phenomenex Gemini ODS C18 (4 x 3 mm) e coluna Phenomenex Gemini ODS C18 110 A
(4,6 x 150 mm, 5 um).

Os solventes e as condigbes de gradiente foram descritas por Henderson et al.
(2000). Fixou-se os comprimentos de onda de dete¢cdo no UV (338 nm a 262 nm) e
fluorescéncia (340/450 e 266/305). Identificou-se e quantificou-se o0s aminoacidos
comparando-os com 0s tempos de retengdo e as areas dos picos de aminoacidos padrao
com um software Agilent ChemStation (Agilent, USA). Usou-se a norvalina e sarcosina como
padrdes internos.

As determinacgfes foram efetuadas em triplicado e os resultados sdo expressos em

residuos/1 000 residuos.
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2.2.4. Eletroforese SDS-PAGE

O peffil proteico do colagénio foi analisado por eletroforese em SDS-PAGE seguindo
a metodologia descrita por Jongjareonrak et al. (2005). Esta metodologia permite
caracterizar as fragfes proteicas existentes em relacdo a sua massa molar através da
aplicacdo de uma diferenca de potencial que permite a separacdo das fragbes consoante o
seu tamanho.

Para a realizacéo da eletroforese SDS-PAGE, dissolveu-se as amostras de colagénio
em tampéo fosfato 0,02 M a pH 7,2 contendo SDS a 1 % e ureia 3,5 M. Para uma
solubilizacdo completa as amostras preparadas foram deixadas em agitacdo ligeira durante
cerca 8 h (overnight), a 4 °C. ApGs este periodo, centrifugou-se as solu¢des a 3 000 g
durante 3 min, a 4 °C. Ao sobrenadante adicionou-se na propor¢édo de 1:1 tampéao Tris-HCI
0,5 M a pH 6,8 contendo 4 % de SDS, 20 % de glicerol e 10 % de 2-mercaptoetanol (BMCE).
As amostras foram aplicadas no gel ExcelGel™ SDS, gradiente de poliacrilamida de 8 a 18
%, com uma gama de separacdo entre 6,5 a 300 kDa. De modo a estimar a massa
molecular das proteinas analisadas foi utilizado um kit de proteinas com uma gama de
massas moleculares entre 53 e 220 kDa (High Molecular Weight, GE Healthcare). A corrida
decorreu a 600 V, 50 mA e 30 W.

2.2.5. Solubilidade

2.25.1 Efeito no pH na solubilidade

O efeito do pH na solubilidade do colagénio foi realizado de acordo com o método
descrito em Jongjareonrak et al. (2005), com algumas alteracdes. A solubilidade é avaliada
através da quantidade de proteina que € determinada em cada uma das fracBes de
sobrenadante a diferente pH.

Preparou-se uma solu¢cdo de colagénio 6 mg.ml* em &cido acético que ficou a
solubilizar durante cerca de 16 h. Para eliminar os materiais ndo sollveis, centrifugou-se a
solucdo a 10 000 g durante 30 min a 4°C. Retirou-se 8 ml desta solugdo e ajustou-se aos
diferentes pH (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 10) com NaOH ou HCI. A solucao ficou em agitacao ligeira
durante 30 min a 4°C. O volume das soluc¢des foi ajustado a 10 ml com agua destilada com
o0 mesmo pH da solugdo. De seguida, centrifugou-se durante 30 min a 10 000 g a 4°C.
Filtrou-se o sobrenadante obtido e determinou-se a proteina por método de Bradford nas
condicbes referidas em 2.2.5.3. Este ensaio de solubilidade foi apenas efetuado para a
fracdo de colagénio ASC.

Os resultados sdo expressos em percentagem relativa e realizou-se 0 ensaio com

cinco medicoes.
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2.25.2 Efeito da concentracéo de sal (NaCl) na solubilidade

O efeito da concentracdo de sal na solubilidade do colagénio extraido foi
determinado de acordo com o método descrito em Jongjareonrak et al. (2005). O mesmo
gue no ponto anterior, a solubilidade é avaliada através da quantidade de proteina que é
determinada em cada uma das fracdes de sobrenadante a diferentes concentracdes de sal.

Preparou-se uma solugdo de colagénio 6 mg.ml* em &cido acético que ficou a
solubilizar durante cerca de 16 h. Para eliminar material ndo solGvel, centrifugou-se a
solucdo a 10 000 g durante 30 min a 4°C. Retiraram-se 5 ml da solucdo preparada e
adicionaram-se 2 ml das diferentes concentracdes de NacCl (0, 3,5, 7, 10,5, 14, 17,5 e 21 %)
preparadas em acido acético 0,5 M (5 °C). Deixou-se em agitacao ligeira durante 30 min a 4
°C. De seguida, centrifugou-se durante 30 min a 10 000 g, a 4 °C. Filtrou-se o sobrenadante
obtido e determinou-se a quantidade de proteina por método de Bradford, nas condicbes
referidas em 2.2.5.3. Este ensaio de solubilidade foi apenas efetuado para a fracdo de
colagénio ASC.

Os resultados sdo expressos em percentagem relativa e efetuou-se cinco medigoes.

2.2.5.3 Determinacéo da proteina por método de Bradford

A determinacdo da proteina soluvel para os ensaios de solubilidade foi realizada pelo
método de Bradford e utilizou-se a metodologia descrita por Lopez et al. (1993), com
algumas alteracdes. Recorreu-se ao leitor de microplacas modelo 680 (Bio-Rad, Italia) para
efetuar a leitura. A microplaca, adicionou-se 200 pl de reagente de Bradford (Azul Comassie
G-250), 10 ul de amostra de colagénio e 10 pul de SDS para uma concentragéo final de
0,0035 %. Antes da leitura da placa, as amostras foram agitadas durante 15 s e realizou-se
a leitura de absorvancia a 595 nm. Foi utilizada a proteina soro de bovino como proteina

padrdo (y = 0,298x + 0,0057, R*= 0,99), numa gama de concentracéo de 0 a 0,5 mg.ml™.
2.2.6. Espetro Ultravioleta

O espetro ultravioleta da uma indicacdo sobre a pureza da amostra, ou seja, a
presenca de proteinas ndo-colagenosas.

As amostras ASC foram solubilizadas em acido acético 0,5 M numa concentracdo de
1 mg.mI*. Centrifugou-se a solucdo sempre que se apresentava turva. Foi feito um
varrimento de comprimento de onda entre 200 e 400 nm num espectrofotometro HELYOS

(Unicam).
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2.2.7. Determinagédo dos parametros da cor

Para a determinacdo da cor das amostras de colagénio utilizou-se o colorimetro
CHROMA METER CR - 400/410 (Konica Minolta, Japao) usando uma fonte luminosa padrao
D65. Esta avaliacdo destina-se a verificar os valores de brancura através de parametros de
gualidade, sendo esses parametros L*, a* e b* definidos pelo sistema CIELAB.

A coordenada L* mede a luminosidade da amostra e varia entre 0 % a 100 %, ou
seja, 0 % corresponde ao menos luminoso e 100 % ao mais luminoso. A coordenada a*
varia de -60 a +60, onde valores perto de -60 estdo perto da cor verde e vermelho quando
os valores se aproximam de +60. A coordenada b* varia entre -60, correspondendo ao azul,

e +60 ao amarelo. Na figura 10, encontra-se representado o sistema CIELAB.

White
L'

Green
-a*

Black

Figura 10 — Representagdo espacial da cor segundo os parametros L*, a* e b*.

Para cada amostra ASC e PSC foram efetuadas cinco e trés medicoes,
respetivamente. O equipamento foi equilibbrado com um padrdo branco com o0s seguintes
valores: L* = 97,79; a* =-0,02; b* = 1,84.

De forma a obter uma melhor avaliacdo sobre a cor, os parametros foram
combinados para obter valores de brancura (W — Whiteness), dados pela seguinte

expressao:

W =100 — /(100 — L*2) + a*2 + b*2
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2.2.8. Avaliacdo do comportamento reoldgico

O comportamento viscoelastico do colagénio extraido foi avaliado num reémetro de
tensdo controlada HAAKE MARS (ThermoScientific, USA), para avaliagdo dos parametros
de viscosidade e estruturacdo dos geéis.

Para isso, foi preparada uma solucéo de colagénio de 8 mg.mI* em &cido acético 0,5
M (= pH 2) e tampéao fosfato de sodio 0,2 M a pH 7. Inicialmente realizou-se um teste de
varrimento em tensdo de modo a garantir que todos os testes eram realizados na zona de
viscoelasticidade linear, fixando-se assim o valor de frequéncia para 1 Hz e tenséo igual a
0,5 Pa. O sensor utilizado foi cone-prato com um angulo de 1° e 60 mm. Apds estabilizacdo
da temperatura das amostras foram realizados os seguintes testes:

1. Varrimento em temperatura de 5 °C a 90 °C: procedeu-se ao aquecimento
da amostra a partir dos 5 °C até aos 90 °C de modo continuo, a uma
frequéncia e tens&o constante, durante cerca de 30 min;

2. Varrimento em temperatura de 90 °C a 5 °C: posteriormente realizou-se um
arrefecimento dos 90 °C aos 5 °C de modo continuo, com uma frequéncia e
tensao constante (1 Hz e 0,5 Pa), durante cerca de 30 min;

3. Varrimento em tempo a 5 °C: durante 1 h a uma frequéncia constante de 1
Hz e tensdo a 0,5 Pa. Neste passo é registado os modulos de conservacao e
dissipacao, também designados por cinéticas de maturacéo;

4. Varrimento em frequéncia a 5 °C: por ultimo, é efetuado um teste para obter
0 espetro mecanico da amostra, para tal utlizou-se um intervalo de
frequéncia entre 0,01 Hz a 1000 Hz e tensao de 1 Pa.

Realizou-se o ensaio em duplicado.

Para avaliar a viscosidade das amostras de colagénio foram realizados testes com o
sensor cone-prato com um angulo de 1° e 35 mm. Para tal, estabilizou-se a amostra durante
5 min a 5 °C e no passo seguinte variou-se a taxa de formacéo entre 10®° s™* e 500 s™,
durante 11 mina5 °C.

Efetuou-se também testes de viscosidade em funcdo da temperatura. A amostra foi
estabilizada a 5 °C durante 5 min e ap0s esse periodo aqueceu-se até aos 90 °C, a uma
taxa de formacdo constante de 5 s™*. Em seguida, arrefeceu-se a amostra dos 90 °C para 0s
5 °C, a uma taxa de formacéo igual a 5 st

Os ensaios da viscosidade foram realizados em triplicado.
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O comportamento de um fluido ndo-newtoniano foi descrito pela Lei de Poténcia (ou
Modelo de Ostwald-de Waele), onde a equacgéo desta lei pode vir em fungéo da viscosidade,

e é expressa da seguinte forma:
n=ky"!

Em que n é a viscosidade aparente (Pa.s), y a velocidade de deformacdo (s?), k a
consisténcia (Pa.s") e n o indice de escoamento que varia entre 0 e 1.

A partir das medi¢gBes da viscosidade é possivel retirar o valor da temperatura da
desnaturagéo dindmica (T44) das solucdes de colagénio. Quando a viscosidade € em funcao
da temperatura, a Tqq corresponde a viscosidade da solu¢cdo quando diminui para cerca de
50 % da viscosidade inicial. Por outro lado, a T4y pode ser calculado a partir da tg 6 em

funcado da temperatura que corresponde ao pico maximo de temperatura.

2.2.9. Hidrolisados enzimaticos de colagénio

A preparacdo de hidrolisados a partir do colagénio extraido das peles de PEP foi
realizada num equipamento micro-ondas MARS 5 (CEM, USA), que permitia controlar a
temperatura, o tempo de reacdo e de inativacdo da enzima. Nas hidrolises com as diferentes
enzimas, utilizou-se 500 mg de colagénio ASC, 1 e 3 % de enzima, 25 ml de solugéo, tendo
sido realizadas nas condi¢des referidas na tabela 4 durante 10 min. A inativagdo das

enzimas foi realizada em 90 °C durante 15 min.

Tabela 4 — Condi¢des seguidas na hidrélise do colagénio.

Pepsina 37 =3 Acido acético 0,5 M
Protamex 50 7 Tampéo fosfato 0,2 M
Tripsina 37 8 Tampao fosfato 0,2 M

Apés a inativagdo da enzima, centrifugou-se a mistura reacional a 10 000 g, durante
15 min e filtrou-se o sobrenadante por filtro com porosidade de 0,45 pm.

O filtrado foi injetado num FPLC AKTA (Amersham Biosciences, Suécia) para a
determinacdo do perfil de péptidos. A separacéo foi obtida numa coluna Superdex Peptide
10/300 GL, utilizando 30 % acetonitrilo e 0,1 % de &cido trifluoroacético como eluente, a
uma taxa de fluxo de 0,5 mimin™. A detecdo dos péptidos é efetuada por UV a 280 nm. A
determinagcédo das massas moleculares dos péptidos foi feita recorrendo-se a uma reta de

calibracdo obtida com os seguintes padrdes da Amersham Biosciences: ribonuclease A
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(13 700 Da), aprotinina (6 500 Da), angiotensina | (1 296 Da), triglicina (189 Da) e glicina (75
Da).

Apés a execucdo do ensaio anterior, selecionou-se a tripsina para realizar um ensaio

em maior escala, seguindo-se o procedimento que se encontra na figura 11.

5 g de tripsina + 3 % de tripsina +
250 ml de tampéo fosfato pH 8

37 °C durante 10 min

90 °C durante 15 min

Centrifugacéo 10 000 g durante 15 min

Liofilizacdo

Hidrolisado de colagénio

Figura 11 - Esquematizagéo do processo de obtengéo de hidrolisados de colagénio a partir de
colagénio ASC das peles PEP.

2291 Grau de Hidrolise

Na determinacdo do grau de hidrélise do hidrolisado de colagénio obtidos, seguiu-se
a metodologia descrita por Nielsen et al. (2001). Preparou-se uma solucdo de hidrolisado de
colagénio de 4 mg.ml* e a 400 pl desta solucdo, foram adicionados 3 ml de o-ftaldeido
(OPA) 6 mM (contendo 1 % SDS, DTT 5,7 mM e tetraborato de disédio 0,17 M). A mistura
foi agitada durante 5 s em vortex e apds 2 min em repouso, procedeu-se a leitura da
absorvancia a 340 nm.

O branco foi analisado da mesma maneira mas em vez de amostra, adicionou-se
agua. No ensaio foi usado como controlo a serina (0,1 mg.mI™), cujo valor de absorvancia
deve situar-se em cerca 0,8.

O calculo para o grau de hidrélise (GH) foi realizado de acordo com a seguinte

expressao:
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GH (%) (Absamostm - Absbmnco) y ( 0,9516 x 10 ) o)y Loo
AbSgerina — AbSpranco m XN X 6,25 ’ 8,6

A determinacdo foi realizada em triplicado.

2.29.2 Atividade Antioxidante (DPPH, ABTS e Poder
Redutor)

A avaliacdo da atividade antioxidante do hidrolisado de colagénio foi realizada pelos
métodos de atividade antiradicalar do DPPH e do ABTS. Estes baseiam-se na capacidade
de uma substancia neutralizar radicais livres do a,a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH) e do 2,2'-
azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). Ainda foi usada outra metodologia
para avaliar a atividade antioxidante, o poder redutor.

O método de DPPH utilizado foi descrito por Shimada et al. (1992), com algumas
modificacdes mencionadas por Picot et al. (2010). As diferentes solu¢des de hidrolisado
preparadas (1, 2, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg.ml'l), adicionou-se a 1 ml de cada solucéo, 1 mi
da solucao DPPH 0,1 mM. Agitou-se em vortex e colocou-se a incubar durante 1 h a
temperatura ambiente, com agitacdo. De seguida, centrifugou-se as diferentes amostras a
10 000 g, durante 10 min, recolheu-se o sobrenadante e leu-se a absorvancia a 517 nm.

A atividade antiradicalar do hidrolisado de colagénio foi calculada através da seguinte

expressao:

Abs — Abs
Inibigdo do DPPH (%) = br“’;lcgs amostra 100
branco

O método do ABTS utilizado foi descrito por Re et al. (1999). Preparou-se solucdes
do hidrolisado com diferentes concentracdes (1, 2, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg.ml?) e
adicionou-se a 20 ul de cada solugéo, 2 ml da solugdo ABTS 7mM. Agitou-se em vortex e
colocou-se a incubar durante 6 min, a 30 °C no escuro. De seguida, leu-se a absorvancia a
734 nm.

A atividade antiradicalar pelo método do ABTS do hidrolisado foi calculada pela

expressao anteriormente mencionada e efetuou-se a determinagéo em triplicado.

Para a determinacdo do poder redutor, foi utilizado a metodologia descrita por Oyaizu
(1988). Prepararam-se solu¢tes do hidrolisado com diferentes concentragdes 1, 2, 5, 10, 20,
30, 40 e 50 mg.mI"* e adicionou-se a 1 ml de cada solucdo, 1 ml de tampéo fosfato 0,2 M,

pH 6,6 e 1 ml de ferricianeto de potassio 1 %. A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min
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e adicionou-se 1 ml de &cido tricoloroacético (TCA) 10 %. De seguida, centrifugou-se as
diferentes amostras a 1500 g, durante 10 min. Retirou-se 2 ml de sobrenadante das
amostras e adicionou-se 2 ml de agua e 400 pl de cloreto férrico 0,1 %. Incubou-se a
mistura durante 10 min a temperatura ambiente. Por fim, leu-se a absorvancia a 700 nm.

Determinou-se o poder redutor em triplicado.

2.2.10. Anélise estatistica

O tratamento estatistico foi realizado no software Statistica, vers. 7.0, Stat Soft, Inc. A
comparacdo entre amostras foi realizada através da andlise de variancia — ANOVA e a
verificacdo dos pressupostos deste teste, normalidade e homogeneidade de variancias, foi
efetuada através da aplicagcdo dos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene,
respetivamente. Na comparacao multipla aplicou-se o teste Tukey HSD e o teste de Unequal

N HSD. O nivel de significancia (a) para os testes estatisticos efetuados, foi de 0,05.
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3. Apresentacéo e Discussao de Resultados

3.1. Composicédo quimica aproximada da matéria-prima

A composicao quimica da pele de PEP e de outras espécies apresenta-se na tabela

5. O teor de humidade da pele PEP situa-se na gama de valores referidos para outras

espécies. Na pele desta espécie destaca-se o teor de gordura que é consideravelmente

mais elevado do que nas outras espécies. O baixo teor em cinza esta certamente

relacionado com o facto da pele do PEP ser lisa e ndo possuir escamas. O teor em proteina

€ relativamente mais baixo do que o referido para a pele de outras espécies, em virtude do

elevado teor de gordura.

Tabela 5 - Composicao quimica para as peles de PEP e outras espécies.

21,8+ 11,8+ 0,67 +
PEP 64,1+0,1 1.03 05 0.03 -
Peixe-baldo-de-
espinhos-longos
(Diodon 62,23 0,73 21,95 15,87 Huang et al., 2011
holocanthus)
Chiloscyllium 61,96 0.19 24.74 12.12 Kittiphattanabawon
punctatum etal., 2010
Priacanthus Kittiphattanabawon
tayenus 64,08 0,98 32,0 3,23 et al., 2005
Perca do Nilo 20,3— Muyonga et al.,
(Lates niloticus) 68,4-r2,7 | 5,0-6,8 21,6 3.7-6,0 2004
Catla 69,15— 2,11- 24,35~ 0,66-
(Catla catla) 72,40 2,60 26,20 1,48 Mahboob, 2015
Mrigal (Cirrhinus 70,37— 2,03- 22,09- 1,35-
mrigala) 73,44 2,70 22,90 2,13 Mahboob, 2015

3.2. Rendimento da extracdo do colagénio da pele de PEP

Na tabela 6, podemos observar os rendimentos obtidos nos dois ensaios de extragao

realizados e ap6s o produto liofilizado.
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Tabela 6 - Rendimento dos respetivos ensaios realizados.

4,16 5,54

ASC 1.1 oo ASC 2.1 o)
ASC 1.2 (3?6%}1) ASC 2.2 (251’%;)
@) 1)

PSC 1.1 0(’26579) PSC 2.1 0(’27832)
0,92 0,57%

PSC 1.2 ) PSC 2.2 a0)

(1) Extragdo com pepsina durante 24 h; (2) Extragdo com pepsina durante 48 h.

Entre paréntesis sdo indicados os valores em base seca.

No primeiro ensaio, obteve-se um rendimento muito superior na amostra ASC 1.2
gue pode dever-se a diferencas nos varios passos da extracdo. De facto, durante o
processo de extracdo de colagénio os tempos em que decorreram estas etapas nao foram
exatamente 0s mesmos, em particular no da precipitacdo do colagénio do ASC 1.2 que foi
realizada cerca de 18 h apds a obtencdo do sobrenadante. Estes resultados levaram a
realizacdo de um segundo ensaio em que estes tempos de solubilizacdo e precipitacdo
fossem controlados nas duas réplicas de modo a serem 0 mais proximo possivel. Assim,
nas duas réplicas do segundo ensaio, atingiram-se rendimentos muito proximos e
intermédios dos obtidos no primeiro ensaio.

Os baixos rendimentos obtidos nas extragdes com a pepsina devem-se, por um lado,
ao facto de se utilizar um material que ja sofreu uma prévia extracao do colagénio com acido
acético e, por outro, indicia que o colagénio ndo apresenta muitas ligacdbes com outro
material proteico. Apesar de o rendimento atingido na preparag¢do do produto PSC 1.2 ter
sido relativamente mais alto, considerou-se reduzir o tempo de extracio para apenas 24 h,
uma vez que nao se justificava a diferenca. No outro ensaio, verificou-se assim que 0s
rendimentos atingidos foram da mesma ordem de grandeza.

Na tabela 7 apresentam-se os rendimentos obtidos na extracdo do colagénio da pele
de diferentes espécies, apresentando o ASC uma gama de variagdo entre 17,7 e 51,4 %
gue resultam das diferencas entre as espécies e o método de extracao. O valor atingindo na
extracdo do colagénio da pele de PEP situa-se nesta gama de valores. No que se refere ao
PSC os valores apresentados na tabela dizem respeito ao rendimento global obtido na
extracdo com acido acético e pepsina. Nesta medida se considerarmos apenas o
rendimento obtido na extracdo com a utilizagdo de pepsina, os rendimentos situam-se entre
5,1 e 12,6 %. Neste estudo, 0 maximo atingido (3,55 %) foi relativamente mais baixo, o que

pode dever-se a espécie ou a um tratamento demasiado prolongado da hidrolise.
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Tabela 7 — Rendimentos obtidos para o produto ASC e PSC para as peles de diferentes espécies.

Ictalurus punctatus 25,8 38,4 Liu et al., 2007
] Kittiphattanabawon et al.,
Priacanthus tayenus 30,4 -
2005
Robalo japonés ) _
) ) 51,4 - Nagai e Suzuki, 2000
(Lateolabrax japonicus)
Cavala 49,8 - Nagai e Suzuki, 2000
(Scomber japonicus)
Heterodontus japonicus 50,1 - Nagai e Suzuki, 2000
Catla
21 26,1 Mahboob, 2015
(Catla catla)
Mrigal
o ) 17,7 24,5 Mahboob, 2015
(Cirrhinus mrigala)

3.3. Teor proteico do colagénio

Na tabela 8 encontram-se os valores obtidos para o teor de proteina das amostras de
colagénio, ASC e PSC.

Tabela 8 - Teor proteico das diferentes amostras de colagénio.

ASC 1.1 74,6 +1,36°
ASC 1.2 76,6 +0,70°
PSC 1.1 60,8 + 1,23?
PSC 1.2 70,1 +0,46°
ASC 2.1 74,9 +0,80°
ASC 2.2 75,6 +1,33°
PSC 2.1 71,0 £0,04°
PSC 2.2 68,0 + 0,36"

Nota: valores médios da mesma coluna com letras diferentes
séo significativamente diferentes (p<0,05).
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De um modo geral, verifica-se que o teor de proteina das amostras de colagénio
ASC é superior ao das amostras PSC o que pode ser devido a maior higroscopicidade
destas Ultimas amostras o que, alids, se verificou durante as pesagens. Efetivamente, os
produtos proteicos que sofreram hidrélise enzimatica sdo frequentemente muito
higroscépicos. Por outro lado, as diferentes amostras de colagénio de PEP apresentavam
teores proteicos mais baixos do que os obtidos por solubilizacdo com acido acético a partir
da pele de Priacanthus tayenus (Kittiphattanabawon et al., 2005) e de tubardo
(Kittiphattanabawon et al., 2010), os quais eram respetivamente 94 % e 89,9 %.

3.4. Perfil de aminoacidos

A composi¢do de amino&cidos nas amostras ASC, PSC e peles de PEP encontra-se
na tabela 9. Em geral, em todas as amostras apresentam glicina, prolina e hidroxiprolina, os
trés aminoacidos que constituem os tripéptidos (Gly-X-Y) que se repetem nas cadeias de
colagénio, em que X e Y sao frequentemente prolina e hidroxiprolina. Para além da glicina
gue apresenta o teor mais elevado (36,7 % em ASC, 38,2 % em PSC, 28,1 % nas peles de
PEP), destaca-se ainda a alanina (13,1 a 14,3 %). Na comparacao do perfil de aminoacidos
das peles com o das duas amostras de colagénio destaca-se, em particular, a diminuicao
significativa (p <0,05) dos teores de lisina, tirosina, isoleucina, &cido glutdmico, &cido
aspartico, valina, leucina, fenilalanina e histidina como resultado da eliminacéo de proteinas
nao-colagenosas presentes na pele.

A tirosina é um aminoacido que se encontra nos telopéptidos e o teor nas amostras
de ASC e PSC situam-se na gama de valores referidos por Lin e Liu (2006). O teor de
glicina em ambas as amostras de colagénio € semelhante ao obtido no colagénio extraido
da pele de luciano (Nemipterus hexodon) (Nalinanon et al., 2011) e de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (Lee et al., 2016), mas cerca do dobro ao referido para o colagénio
da pele de catla e mrigal (Mahboob, 2015).

O colagénio das amostras apresentava um teor de prolina semelhante ao colagénio
extraido da pele de carpa (Cyprinus carpio) (Duan et al., 2009) e da pele de
Scomberomorous niphonius (Li et al., 2013), porém o valor obtido era muito superior ao do
colagénio da pele de tubardo-martelo (Sphyrna lewini) (Lin e Liu, 2006). Por outro lado, o
teor de hidroxiprolina era relativamente baixo quando comparado com o colagénio das peles
de Scomberomorous niphonius. O teor de iminoacidos (prolina e hidroxiprolina) era também
relativamente baixo quando comparado com os valores referidos Li et al. (2013) mas
semelhante ao teor obtido por Lin e Liu (2006). Este teor tdo baixo pode estar relacionado
com o habitat do PEP em aguas muito profundas, pois que, segundo refere Nalinanon et al.

(2011) o total de iminoacidos em diferentes espécies estd associado ao habitat em que
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vivem. A hidroxilacdo da prolina € importante para a estabilidade térmica do colagénio
porque a hidroxiprolina é responséavel pela estabilidade da tripla hélice (Nalinanon et al.,
2011, Lee et al., 2016).

O grau de hidrolixacdo da prolina nas amostras de colagénio das peles de PEP foi
baixo quando comparado com o registado em diferentes espécies nas quais se situa entre
36,2 e 68,9 %, respetivamente para a truta arco-iris de agua doce (Lee et al., 2016) e para o
tubardo-martelo (Lin e Liu, 2006). O baixo grau de hidrolixacdo reflete o baixo teor de

hidroxiprolina do colagénio do PEP.

Tabela 9 — Composicéo de aminoacidos, total de iminoacidos e grau de hidroxilagédo da prolina (HDP) das
amostras ASC, PSC e peles de PEP.

- (residuos/1 000 residuos)

Asp 60,71 + 2,007 62,22 + 4,63° 75,1 + 3,46°
Glu 74,7 +0,27° 79,3 +5,65° 93,2 + 4,20°
Ser 53,0 + 1,672 56,8 + 4,02° 55,0 + 3,62°
His 6,3+ 0,23° 6,7 + 0,54° 9,4 +0,30°
Gly 367,2 +13,1° 381,9 + 26,68° 281,4 + 11,452
Thr 34,2 +1,07° 42,6 + 3,78" 455 + 0,46"
Arg 50,22 + 2,04° 49,9 + 4,00% 52,4 + 3,772
Ala 142,6 + 5,73° 139,7 + 10,07° 131,1 +10,17°
Tyr 3,3+ 0,067 3,5+0,27° 9,1+0,31°
Val 16,2 + 0,59° 16,2 + 1,29° 29,4 +1,24°
Met 10,5 + 0,66"° 2,9 +0,51° 10,6 +2,27°
Phe 14,9 + 0,56° 15,6 + + 1,242 19,5 +0,89°
lle 8,5+ 0,31° 9,3+0,81° 19,0 + 0,65°
Leu 23,4 +0,85° 25,1 +1,85° 36,8 +1,07"
Lys 19,9 + 1,00° 19,5 + 0,74° 32,2 +2,34°
Hyp 35,7 + 2,532 40,3 +5,59% 44,2 + 6,312
Pro 114,7 + 4,35° 114,4 + 9,46° 89,9 + 6,35°
Total de iminoéacidos 150,4 154,7 134,1
HDP (%)** 23,7 26,1 33,0

* Os aminoacidos Asn, GIn, Tau, Cys e Trp apresentavam teores inferiores ao limite de quantificacéo.

** HDP (%) = (Hidroxiprolina / (Prolina + Hidroxiprolina)) * 100

Nota: valores médios da mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05).
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3.5. Perfil electroforético (SDS-PAGE) das amostras de
colagénio

Na figura 12, podemos observar o perfil das proteinas das amostras ASC e PSC.

PSC ASC
N A

4 4 N\

N
1 2 A3CA45 :

| !

‘€= Componente y

220 kDa =P == ,
170 kDa == H“p-u.; ‘g-.; ML&L‘@ Componente
| J L a-1
116 kDa == ‘ “"_1.'.'_‘. . L_,?L,.l ' ol
76 kDa = .
53 kDa ==

Figura 12 — Perfil electroforético das amostras de colagénio ASC e PSC. 1 - Padréo, 2 - PSC 1.1; 3 - PSC
1.2;,4-PSC21;5-PC22;6-ASC1.1;7—-ASC 1.2;8-ASC 2.1; 9- ASC 2.2.

Os respetivos perfis proteicos das amostras de ASC eram muito semelhantes nos
dois ensaios e 0 mesmo acontecia com o0 PSC. Os resultados obtidos permitem identificar
nas amostras ASC as bandas correspondentes as cadeias a-1 e a-2 do colagénio, com
massas moleculares correspondentes a cerca de 130 kDa e 120 kDa, respetivamente. No
entanto, de acordo com Jongjareonrak et al. (2005) a banda identificada como sendo a-1
pode resultar da presenca conjunta das cadeias a-1 e a-3. Identificam-se também nestas
amostras bandas com massas moleculares proximos de 180 kDa e acima de 220 kDa que,
presumivelmente, correspondem as componentes 3 e y do colagénio. Estas bandas
resultam das ligagBes cruzadas do colagénio (Muralidharan et al., 2013). Para além destas
bandas sdo também visiveis outras bandas com massas moleculares muito elevados que
podem resultar da presenca de agregados.

No perfil das amostras de PSC estdo também presentes as bandas das cadeias a-1
e a-2, embora a da a-1 esteja mais ténue enquanto a a-2 se apresentou reforcada. Por outro

lado, a banda correspondente a componente y desapareceu enquanto a da componente 3
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tornou-se menos intensa. A perda da intensidade da banda a-1 sugere uma parcial hidrélise
desta cadeia enquanto que a intensificacdo a-2 pode dever-se a hidrolise das componentes
B e y. Esta intensificagdo da banda da a-2 foi também verificada por Jongjareonrak et al.
(2005) e Huang et al. (2011), mas ndo observaram qualquer diminuicdo da intensidade da
banda a-1. Além disso, as bandas com elevada massa molecular observadas no perfil das
amostras ASC praticamente desapareceram do perfil das amostras PSC, mas nestas
amostras identificam-se multiplas bandas abaixo de 116 kDa evidenciando a hidrélise
promovida pela pepsina.

O peffil proteico do colagénio obtido é semelhante ao referido por outros autores que
utilizaram peles de peixe de diferentes espécies para a extracdo do colagénio (Muyonga et
al., 2004; Zhang et al., 2009; Muralidharan et al., 2013). De acordo com Muralidharan et al.

(2013), este perfil proteico do colagénio leva admitir que se trata de colagénio tipo I.

3.6. Solubilidade

3.6.1. Efeito do pH na solubilidade

O efeito do pH na solubilidade do colagénio ASC encontra-se representado na figura
13. A solubilidade do colagénio € méaxima entre pH 2 e 6 e a partir de pH 8, a solubilidade
diminui atingindo 66,3 % mantendo-se praticamente constante até pH 10. A solubilidade
desta amostra de colagénio para pH alcalinos era relativamente elevada quando comparada
com os valores referidos por Jongjareonrak et al. (2005), que obtiveram percentagens de
solubilizacdo de 0 a 10 % entre pH 7 e 10. No entanto, Singh et al. (2011) referem
percentagens de solubilizacdo de 15 a 20 % e Heu et al. (2010) de 30 a 40 % nesta gama
de pH. Neste trabalho, ndo se registou um minimo na solubilidade como seria expectavel na
gama de pH de 6 a 9, onde ocorre o ponto isoelétrico do colagénio (Foegeding et al., 1996).
Jongjareonrak et al. (2005) e Heu et al. (2010) observaram um minimo de solubilidade a pH
7 do colagénio da pele de luciano (Lutjanus vitta) e de Pangasianodon hypophthalmus,
respetivamente. Por sua vez, Singh et al. (2011) nédo registaram a ocorréncia de um minimo

de solubilidade evidente.
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Figura 13 - Solubilidade do colagénio ASC das peles de PEP em acido acético 0,5 M a diferentes pH.

3.6.2. Efeito da concentracao de sal (NaCl) na solubilidade

Na figura 14 apresenta-se o efeito das diferentes concentracdes de sal (NaCl) na
solubilidade do colagénio ASC. Como se pode observar, a solubilidade diminui com o
aumento da concentracao até 17,5 % de NacCl, atingindo cerca de 39 %. Este decréscimo da
solubilidade com a concentracdo de NaCl resulta do fendmeno de salting-out. Para
concentracdes crescentes de sal ocorre uma maior interacdo dos iGes Na* e CI' com a agua
levando a um aumento da interacdes hidrofobas entre as proteinas e consequente
precipitacdo (Jongjareonrak et al., 2005). Esta diminuicdo da solubilidade com a
concentracao de sal verificou-se de uma maneira gradual, ao passo que no trabalho de
Jongjareonrak et al. (2005) se verificou uma diminuigdo abrupta, passando de quase 100 %
de solubilidade para 35 % quando a concentragdo de sal variava de 2 para 3 %, muito
inferior & concentracdo para a qual se registou o minimo de solubilidade neste trabalho. De
igual modo, Singh et al. (2011) observaram também o mesmo comportamento em que a

solubilidade passou de 100 % para 30 % respetivamente para as concentracdes de 2 e 4 %.
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Figura 14 — Solubilidade do colagénio ASC em acido acético 0,5 M a diferentes concentragdes de NaCl (%).

3.7. Espectro UV-visivel das amostras ASC

O espetro UV-visivel de uma solucdo da amostra ASC 1.1 encontra-se representado
na figura 15, o qual apresenta um maximo de absorvancia muito bem definido a 227 nm, que
€ caracteristico do colagénio. Lin e Liu (2006) observaram que o colagénio extraido da pele
de tubardo-martelo apresentava um maximo a 218 nm, situando-se o pico entre 190 e 240
nm. Por sua vez, Liu et al. (2007) referem um maximo a 232 nm para o colagénio da pele de

peixe-gato e Zhang et al. (2009) um maximo a 233 nm para bagre (Mystus macropterus).
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Figura 15 — Espetro UV-visivel de uma solugéo da amostra ASC 1.1 resultante da extracao das peles de PEP.

Na figura 16 apresenta-se o0 espectro da amostra ASC 1.2, cujo méximo de
absorvancia se situa a 235 nm. Além disso, o pico ndo era tdo bem definido como no caso
da amostra ASC 1.1. Este facto levou a que a solucédo fosse centrifugada, obtendo-se um
segundo espectro que continuava a apresentar uma absorvancia relativamente elevada a
partir de cerca de 250 nm. Este resultado indicia a presenga de outras proteinas nédo-
colagenosas com fenilalanina e tirosina cujos maximos de absorcao se verificam a 251 nm e
283 nm, respetivamente.

O espectro UV-visivel pode ser usado no controlo da qualidade do colagénio dado
gue, segundo Jose e Harrington (1964) e Na (1988), permite medir o teor de tirosina e a
integridade dos telopéptidos. Deste modo, este resultado leva a concluir que este colagénio
apresentava uma menor pureza do que o colagénio ASC 1.1. As amostras ASC 2.1 e 2.2
apresentavam espectros semelhantes. Atendendo aos teores de tirosina e de fenilalanina
das amostras ASC do segundo ensaio, muito semelhantes aos referidos a outros autores
(Zhang et al., 2009; Nalinanon et al., 2011), e ao espectro no UV-visivel do colagénio ASC
1.2 apés centrifugacgéo (fig. 16, Il), € de admitir que o colagénio extraido da pele de PEP

apresentava um bom grau de pureza.
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Figura 16 — Espectro UV-visivel de uma soluc@o da amostra ASC 1.2 resultante da extracdo das peles de PEP,

antes e depois da centrifugacéo.

3.8. Parametros da cor das amostras do colagénio

Os valores dos parametros da cor, L*, a*, b* e da brancura (W) das amostras ASC e
PSC dos diferentes ensaios encontram-se na tabela 10.

Tabela 10 — Parametros da cor das amostras de colagénio ASC e PSC (L*, a* e b*).

ASC1.1 | 8569+0,28 | 1,53+0,07° 4,07 +0,21° 85,04 + 0,27
ASC1.2 | 84,02+0,42° | 1,60+0,08? 4,60 + 0,08 83,29 + 0,41°
PSC1.1 | 49,10+£0,03* | 3,69+0,04° 4,63 + 0,04 48,76 + 0,03
PSC1.2 | 52,00+£0,01° | 3,84+0,01 5,91 +0,01¢ 51,49 +0,01°
ASC2.1 | 7592+0,10° | 2,71+0,04° 4,48 +0,02° 75,36 + 0,10°
ASC22 | 7559+0,28° | 2,40+0,02° 4,71 £ 0,06° 75,02 +0,27¢
PSC2.1 | 59,09+0,02° | 3,30+0,03 6,58 + 0,01° 58,44 + 0,02°
PSC2.2 | 52,29+0,04° | 3,96+0,03 4,58 0,01 51,91 + 0,04°

Nota: valores médios da mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05).

De um modo geral, as amostras ASC eram significativamente (p <0,05) mais claras
do que as PSC que apresentavam uma tonalidade acinzentada (Fig. 17) devido a presenca
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dos pigmentos da pele que coprecipitavam com o colagénio. Além disso, registaram-se
diferencas entre os ensaios, como por exemplo entre a brancura das amostras ASC do
primeiro ensaio (ca. 85) e do segundo (ca. 76), em resultado das diferentes percentagens de
pigmentos nas amostras. Estas diferencas resultam das condi¢cdes de centrifugacdo da
suspensao obtida apds solubilizacdo com &cido acético que nao permitiam a eliminacédo de
alguns pequenos fragmentos da pele preta que persistam no sobrenadante e
coprecipitavam com o NaCl. Esta fragmentacdo da pele preta é mais acentuada na

preparacdo de PSC levando a obtencao de produtos mais escuros.

Figura 17 — Produto final obtido da extracéo, apds ser liofilizado. 1 — ASC, 2 — PSC.

3.9. Propriedades reologicas

Para avaliar o comportamento reol6gico das solu¢des de colagénio a pH 2 e 7 em
funcéo da temperatura, calculou-se o valor da tg & (G”/G’) cuja variagdo com a temperatura
se apresenta na figura 18. Conforme se pode verificar o maximo da tg & registou-se,
aparentemente, a 35,8 °C e 37,6 °C a pH 2 e pH 7, respetivamente. A temperatura a qual
ocorre este maximo tem sido considerada a de desnaturagdo dindmica (T4q) avaliada a partir
das medic¢bes reoldgicas dinamicas (Zhang et al. 2010; Ding et al., 2014). O rapido aumento
do valor da tg 0 reflete o colapso da tripla hélice num enrolamento aleatério, isto €, a rutura
das ligacdes de hidrogénio que estabilizam a estrutura secundaria do colagénio (Zhang et al.
2010). Estes autores referem uma Ty de 29,5 °C para o colagénio extraido da pele de bagre
e Ding et al. (2014) uma temperatura de 39,3 °C para o colagénio da pele de vitela. Esta
diferenca tem sido atribuida & menor percentagem de hidroxiprolina no colagénio do peixe
em comparacdo com o colagénio de bovinos, dado que admite-se que a estabilidade da
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tripla hélice depende das ligac6es de hidrogénio estabelecidas com a hidroxiprolina (Jenkins
e Raines, 2002).

E de admitir que os valores da Ty obtidos para o colagénio de PEP estejam
sobrestimados, dado que na gama de temperaturas entre 20 e 40 °C houve apenas duas
leituras dos parametros G’ e G”, isto €, a pH 2 um valor foi registado a 23,5 e outro a 35,8 °C
eapH7a?25,2e 37,6 °C. Por consequéncia, ndo € possivel definir com rigor o maximo da

tg 8 e, portanto, de Tgg.

100 -
=== pH 2
10 - pH 7
7
gy
1 -
0,1 T \
1 10 100
T(°C)

Figura 18 — Evolugéo da tangente & das solugdes de colagénio em funcéo da temperatura de 5 a 90 °C.

Apods o ciclo térmico aquecimento/arrefecimento procedeu-se a maturacdo dos géis
das solu¢des de colagénio preparadas a pH 2 e 7, cujas cinéticas estdo representadas na
figura 19. As duas cinéticas foram muito diferentes, verificando-se que a pH 2 os valores das
componentes G’ e G” permaneceram constantes, em que G” era sempre superior a G’
durante o periodo de maturagdo. Quanto a cinética de maturacdo a pH 7, verificou-se que
neste caso G’ era sempre superior a G” 0 qual aumentava progressivamente até ao final do
processo de maturacdo. Montero e Borderias (1990) verificaram que a forca do gel obtido a
partir de solucdes de colagénio extraido da pele de pescada (Merluccius merluccius L.) e de

truta (Salmo irideus Gibb) aumentava com o pH nagamade 1 a?7.

48



Extragdo, caracterizacao e hidrélise enzimética do colagénio da pele do peixe-espada-preto | 2016

1 -
0,1
5
s ®G'pH?2
b\ ! OG"pH2
© 880020680800000000000
0,01 G'pH7
G"pH7
00°%,0 ,0000%,000%00
0,001 -~ T T T T T T )

0 1000 2000 3000
t(s)

Figura 19 — Cinéticas de maturagéo a 5 °C, durante 1 h, das amostras de colagénioapH 2 e 7.

O espectro mecanico das solugdes de colagénio estudadas encontra-se na figura 20.
Em ambos os casos, verificava-se uma forte dependéncia de G’ e G” com o aumento da
frequéncia, havendo uma tendéncia para o cruzamento destas duas componentes
viscoelasticas a frequéncias mais elevadas. No caso do sistema a pH 2, este cruzamento
ocorreu a cerca de 32 Hz e a 2 Hz no sistema a pH 7, sugerindo um aumento da

estruturacdo com a frequéncia, embora fosse muito fraca.
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Figura 20 — Espectro mecanico a 5 °C das amostras de colagénioapH 2 e 7.
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Na figura 21, encontra-se a viscosidade em funcdo da taxa de deformacdo das
solu¢des de colagénio a pH 2 e 7. Em ambas as solu¢des de colagénio, a viscosidade
diminui com o aumento da taxa de deformacéo a partir de 0,005 s™, sendo a viscosidade a
pH 2 mais baixa que a pH 7. Este comportamento é tipico de fluidos reofluidificantes e tem
sido ja referido este tipo de comportamento para colagénio extraido da pele de bagre (Zhang
et al.,, 2010). Também as solu¢cbes de colagénio da pele de vitela exibem o mesmo
comportamento (Ding et al., 2014, Tian et al., 2016).

100 +

n (Pa.s)
=

=@==pH 2
pH 7

0,01 T T T T T T 1
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

y (1/s)

Figura 21 — Viscosidade em funcao da taxa de deformagéo das solugdes de colagénioapH 2 e 7.

Na gama de taxas de deformacdo em que as solucdes de colagénio se comportam
como um fluido reofluidificante, ajustou-se o modelo de Ostwald-de Waele ou Lei da
Poténcia (Fig. 22). Em ambos os casos, obtém-se um valor de n inferior a 1 confirmando
gue se tratam de fluidos com comportamento reofluidificiante. De acordo com os parametros
obtidos com este modelo verificamos que a solucédo de colagénio a pH 7 é mais consistente
(k = 0,9115 Pa.s") e tem um menor indice de escoamento (n = 0,647) do que a solucéo a pH
2 (k=0,1573 Pa.s"e n = 0,45).
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Figura 22 - Viscosidade das solu¢des de colagénio a pH 2 e 7 em fun¢éo da taxa de deformacado, com o ajuste
do modelo Ostwald-de Waele.

A viscosidade das solucdes de colagénio a pH 2 e 7 em funcdo da temperatura
encontra-se representada na figura 23. O comportamento até cerca de 30 °C é semelhante e
relativamente constante em ambos os valores de pH, sendo a viscosidade a pH 7 mais
elevada. ApOs esta temperatura na solu¢do a pH 2 observa-se uma diminuicdo acentuada
da viscosidade voltando a atingir um novo patamar a partir de aproximadamente 40 °C. Esta
evolucao da viscosidade em funcdo da temperatura é semelhante a registada em solucdes a
pH 2 de colagénio da pele de peixe (Zhang et al., 2010; Safandowska e Pietrucha, 2013) e
de bovino (Lai et al., 2008; Ding et al., 2014; Tian et al., 2016). A partir da evolucdo da
viscosidade em funcéo da temperatura da solucéo a pH 2, obteve-se o valor de 32,5 °C para
a temperatura de desnaturacdo do colagénio que corresponde a temperatura em que a
viscosidade atingiu 50 % do valor inicial (Lai et al., 2008).

A viscosidade da solucdo de colagénio a pH 7 apresentou um comportamento

irregular ndo permitindo obter o valor da temperatura de desnaturacéo.
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Figura 23 - Viscosidade das solugdes de colagénio a pH 2 e 7 em fungéo da temperatura das peles de PEP.

3.10. Hidrolisados enziméaticos de colagénio

No estudo da hidrélise enzimatica de colagénio assistida por micro-ondas,
realizaram-se ensaios preliminares com pepsina, protamex e tripsina a fim de testar a
enzima que permitia atingir uma hidrélise mais acentuada. Nesse sentido, determinou-se o
perfil peptidico dos hidrolisados obtidos com cada uma das enzimas, apresentando-se nas

figuras 24, 25 e 26 os respetivos cromatogramas.
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Figura 24 - Perfil dos péptidos obtidos para os hidrolisados de colagénio com 1 % (A) e 3 % (B) de pepsina.
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Figura 25 - Perfil dos péptidos obtidos para os hidrolisados de colagénio com 1 % (A) e 3 % (B) de protamex.
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Figura 26 - Perfil dos péptidos obtidos para os hidrolisados de colagénio com 1 % (A) e 3 % (B) de tripsina.

Na hidrélise com pepsina, ndo parece ter ocorrido hidrélise no ensaio com 1 % e uma
hidrélise muito limitada a 3 %. No caso da protamex, os perfis peptidicos obtidos com 1 % e
3 % desta enzima parecem indicar que esta enzima foi efetiva na hidrélise. Também os
hidrolisados preparados com tripsina apresentavam perfis peptidicos que evidenciavam a
hidrélise do colagénio, mas neste Ultimo caso 0s cromatogramas sugerem uma maior
repetibilidade da hidrélise. Estes resultados levaram a selecionar a tripsina com uma
concentracdo de 3 % para realizar um ensaio de preparagdo de hidrolisados em maior
escala de modo a obter maior quantidade de material para posterior caracterizagdo. Na
figura 27 apresenta-se o perfil peptidico dos hidrolisados obtidos com a tripsina em maior
escala. Este perfil € semelhante ao obtido em pequena escala (Fig. 26), indicado a
repetibilidade do processo de hidrélise do colagénio. O primeiro pico, que eluiu com o
volume de 7 ml, corresponde a proteinas de elevada massa molecular. Porém, como se
pode verificar no perfil das proteinas ndo hidrolisadas (Fig. 26), ha uma grande fracéo
destas proteinas que sao hidrolisadas dando origem a péptidos com massas moleculares

compreendidas entre 1 700 e 8 800 Da (zona realcada na Fig. 27).
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Figura 27 — Perfil de péptidos obtido pela hidrélise do colagénio com tripsina 3 %. 1 — ribonuclease A (13 700 Da),
2 — aprotinina (6 500 Da), 3 — angiotensina | (1 296 Da), 4 — triglicina (189 Da), 5 — glicina (75 Da).

3.10.1. Proteinatotal do hidrolisado de colagénio

O teor de proteina total do hidrolisado de colagénio preparado com tripsina 3 % foi de
26,0 + 0,98 % e apresentava um teor aproximado de cinza de 30 %. Este valor demasiado
elevado deve-se ao facto da hidrélise ter sido realizada na presenc¢a de tampéao fosfato, de

modo a controlar o pH durante o processo.

3.10.2. Grau de hidrdlise

O hidrolisado de colagénio obtido apresentava um grau de hidrélise (GH) de 7,25 +
0,03 %. Os hidrolisados de colagénio extraido das escamas de Pseudosciaena crocea e
preparados com 3 % de tripsina apresentavam um GH de 17,47 %, ap6s 4 h de hidrélise
(Wang et al.,, 2013). Estes autores usaram também pepsina (2,5 %) na hidrélise de
colagénio, tendo obtido um GH de 13,73 % apds 0 mesmo tempo de hidrélise. O colagénio
extraido da pele de panga (Pangasius pangasius) foi também utilizado na preparacao de
hidrolisados usando papaina (Baehaki et al., 2015) e bromelina (Baehaki et al., 2016a) tendo
sido obtidos GH de 4,57 % e 3,58 %, respetivamente, apds 160 min. Porém, foi atingido um
GH de 51,85 % do colagénio da pele de peixe quando foi hidrolisado com uma colagenase
de origem microbiana durante 90 min (Baehaki et al., 2016b). Em todos estes trabalhos foi
utilizada uma metodologia de hidrélise com aquecimento térmico.

Estes resultados, embora preliminares, sdo prometedores dado que se conseguiram
atingir GH da mesma ordem de grandeza dos referidos anteriormente, exceto com a

colagenase, mas apds um tempo de hidrélise muito mais curto (10 min).
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3.10.3.

i)

Atividade antioxidante

Atividade antiradicalar do DPPH

Na determinacdo da atividade antiradicalar dos hidrolisados de colagénio
relativamente ao DPPH ocorria a formacdo de uma dispersdo com turbidez crescente com a
concentracao de hidrolisado que impedia uma leitura correta da absorvancia. Esta dispersao
poderd estar relacionada com a presenca de muitos sais no hidrolisado que limitava a
solubilidade da solugcdo de hidrolisado na solucdo etandlica de DPPH. Por outro lado,
verificou-se que as dispersdes formadas com solu¢des de hidrolisados com concentragcéao a
partir de 20 mg.mI* apresentavam uma cor amarelada, indicando que o hidrolisado exibia

atividade antiradicalar.
ii) Atividade antiradicalar do ABTS

Na figura 28 mostra o efeito da concentragcéo do hidrolisado de colagénio na inibicdo
dos radicais do ABTS. Como se pode verificar, regista-se um aumento gradual de atividade
antiradicalar com a concentragcdo de proteina do hidrolisado. Estes hidrolisados
apresentavam uma atividade antiradicalar relativamente baixa e, por outro lado, esta
evolucdo ndo é tipica de um antioxidante primério. Esta baixa atividade pode estar
relacionada com o baixo GH dos hidrolisados obtidos. Num estudo sobre a preparacdo de
hidrolisados do colagénio de lula-gigante (Dosidicus gigas) com tripsina verificou-se que os
hidrolisados obtidos ap6s 30 min e com uma concentracdo de 2,5 mg.ml™, apresentavam

uma inibicdo de cerca de 40 % de ABTS (Suéarez-Jiménez et al., 2015).
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Figura 28 - Inibigdo dos radicais de ABTS do hidrolisado do colagénio.
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iii) Poder redutor

O poder redutor do hidrolisado de colagénio em fungdo da concentragdo encontra-se
na figura 29, verificando-se um aumento regular da absorvéancia com a concentracdo. Esta
evolucdo do poder redutor com concentracdo é usual nos hidrolisados proteicos, mas 0s
obtidos no presente trabalho apresentavam um baixo poder redutor. Tal como no caso da
atividade antiradicalar relativamente ao ABTS, também este baixo poder redutor pode ser
devido ao GH, tendo sido referido que o poder redutor dos hidrolisados proteicos aumenta
com o GH (Bougatef et al., 2010). Zeng et al. (2015) obtiveram um valor de absorvéancia de
0,3 para o poder redutor de uma solucdo com 16 mg.ml* de hidrolisado de colagénio

extraido com pepsina das escamas de tilapia.
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Figura 29 - Poder redutor do hidrolisado de colagénio das peles de PEP.
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4. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Neste trabalho procedeu-se & extragdo e caracterizacdo de colagénio da pele de
PEP e ainda a preparagdo e avaliagdo da atividade antioxidante de hidrolisados de
colagénio. A pele de PEP apresentava um teor de gordura elevado (21,8 %) e o teor de
proteina era relativamente baixo (11,8 %). O rendimento obtido na extracdo do colagénio
com 4cido acético (ASC) variou entre 16,06 e 30,54 % e o0 extraido com pepsina (PSC) entre
2,20 e 3,55 % (em base seca), indicando que o segundo passo de extracdo com a pepsina
nao apresenta vantagens tecnolégicas. O teor do proteico do ASC era cerca de 75 % e do
PSC 68 %. As amostras de colagénio, ASC e PSC, e as peles de PEP apresentaram glicina,
prolina e hidroxiprolina, contudo o nivel deste Ultimo aminoacido era relativamente baixo,
refletindo-se no teor de iminoacidos que se situava ente 13,4 — 15,5 %. O grau de
hidroxilagc&o da prolina obtido encontrava-se na gama de 23,7 a 33,0 %.

No perfil proteico obtido por eletroforese SDS-PAGE foi possivel identificar as
bandas caracteristicas correspondentes as cadeias a-1 e a-2 do colagénio, permitindo
concluir que se trata de colagénio do tipo I. A evolucdo da solubilidade do colagénio com o
pH era a tipica destas proteinas mas apresentava uma solubilidade de 66 % a valores de pH
na zona alcalina. A solubilidade do colagénio diminuia significativamente com o aumento da
concentracao de sal.

O espectro no UV-visivel apresentava um maximo a 227 nm, caracteristico do
colagénio. O tracado deste espectro pode constituir um método de controlo do grau de
pureza do colagénio obtido. A brancura do ASC (ca. 80) era superior a do PSC (ca. 53),
indicando que no processo de extragdo do colagénio com pepsina ocorreu a coprecipitagdo
dos pigmentos da pele.

A solucdo de colagénio a pH 7 apresentava as caracteristicas de um gel embora
fragil e pouco estruturado. A pH 2 a solucdo de colagénio comportava-se como uma
dispersdo. Ambas as solugdes exibiam uma forte dependéncia da frequéncia, sugerindo um
aumento da estruturacdo do sistema.

As solucdes de colagénio a pH 2 e 7 exibiam o comportamento de um fluido
reofluidificante, sendo a solu¢do a pH 7 mais consistente e apresentando um menor indice
de escoamento. A temperatura de desnhaturacdo dindmica calculada do colagénio a pH 2
calculada a partir da viscosidade vs temperatura foi de 32,5 °C.

A hidrolise do colagénio com 3 % de tripsina e aquecimento com micro-ondas
permitia obter hidrolisados com um grau de hidrolise de 7 % ap6s 10 min. O hidrolisado

apresentava um teor de proteina de 26 % e péptidos com massas moleculares
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compreendidas entre 1 700 e 8 800 Da e possuia uma atividade antioxidante relativamente

baixa.

Neste trabalho estudou-se pela primeira vez a extracdo e caracterizacdo do

colagénio da pele de peixe-espada-preto, apresentando-se a seguir as condicfes de

extracdo e as principais caracteristicas:

Peles

Condicdes de
extragcdo

Extracdo das proteinas néao-
colagenosas com NaOH (0,1 M,
1:30 peles/volume solucéo);
Extracdo da gordura com alcool
butilico 10% (1:30 m/v);
Solubilizagdo em &cido acético

Material residual apdés extracado

do colagénio

e Suspensdo em acido acético
0,5 M (1:2 m/v) e pepsina 0,1 %
(m/m);

e Dialise contra tampédo fosfato
0,2MapH7,.2;

¢ Precipitacdo do colagénio NacCl

0,5 M (1:30 mhv); 29MapH?75;
e Precipitacdo do colagénio NaCl e Dialise;
29MapH7,5; Liofilizacéo.
e Didlise;
o Liofilizacao.

Rendimento (%) 23 2,8
Proteina (%) 75 68
Iminoé&cidos

(residuos/1 000 15,4 15,5

residuos)*

Espectro UV-Vis

(Mméx.) 227 nm (bom grau de pureza) -
Cor Clara (W = 80) Acinzentada (W = 53)
Tad 32,5°C -

*Valor de referéncia: 141,9 — 190 residuos/1 000 residuos.

Tendo em conta os resultados obtidos na extracdo do colagénio perspectiva-se como

trabalho futuro:

e Otimizar as condicdes de extracdo do colagénio da pele de PEP para

melhorar o rendimento e permitir maior eliminacdo da gordura e dos

pigmentos;

e Aprofundar a caracterizacdo do colagénio da pele de PEP;

e Estudar a utilizagéo do colagénio em produtos alimentares e aplicacdes em

farmacos e produtos cosméticas.

No que respeita a preparacao de hidrolisados de colagénio, considera-se importante:
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e Otimizar o processo de hidrélise enziméatico com aquecimento de micro-
ondas;

e Caracterizar e a avaliar as atividades biologicas dos hidrolisados preparados;

e Avaliar as propriedades cosméticas e farmacologicas dos hidrolisados de

colagénio.
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