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RESUMO

O aproveitamento integral dos recursos pesqueiros tem produzido muitas pesquisas sobre 0s aspec-
tos tecnologicos e nutricionais com fins comerciais de varias espécies incentivando o crescimento
industrial. Responsaveis pelo aumento do 6nus ambiental mas ricos em colégeno e outras biomolé-
culas, os residuos do processamento do pescado tornam-se subprodutos de maior valor comercial.
Por tais motivos a presente pesquisa contemplou o aproveitamento de aqueles residuos e ou subpro-
dutos para extrair colageno, nesse caso, da pele do pirarucu (Arapaima gigas) que € uma espécie
emblemaética da Bacia Amazonica, e em vez de descartar eles, esses residuos tornou-se atrativo para
0 seu estudo e viabilizagdo na extracdo de biomoléculas, especialmente o colageno, tendo em vista a
sua ampla aplicabilidade cientifica e biotecnoldgica. O processo de extracdo contou de duas etapas
principais, a primeira de pré tratamento da pele com uma solugdo NaOH 0,05M, alcool butilico
10% e a segunda que é de extracdo do colageno com uma solucdo de acido acético 0,5M. Todo o
processo foi realizada a 20°C. Apos ter realizado o processo de extracdo foram realizados os anali-
ses de caracterizacdo do colageno. O rendimento obtido foi de 27,8% e por meio do SDS PAGE
(Eletroforese em gel de poliacrilamina - Dodecil sulfato de sodio) foi determinado que o colageno
obtido € do tipo I. Esse colageno mostrou maior solubilidade relativa em pH 3 e diminuicéo da so-
lubilidade a partir do 3% de concentracdo de NaCl. A temperatura de desnaturacdo do colageno foi
de 38,1°C e sua estrutura molecular permaneceu intata durante todo o processo de extracdo o qual
foi visualizada mediante a técnica do FTIR (espectrofotometria de infravermelho com transformada
de Fourier), apresentando um réadio de absorcao de aproximadamente 1. Os resultados obtidos mos-
traram que é possivel obter colageno a 20°C a partir da pele de pirarucu, o colageno obtido apresen-
ta as caracteristicas tipicas do colageno tipo | comercial e o procedimento utilizado sugere ser uma
alternativa interessante para a extracao do colageno da pele do pirarucu pois com esse procedimento
de extracdo utilizado o colageno obtido manteve a sua estrutura molecular da tripla hélice estavel,
dando a conhecer a sociedade que o aproveitamento integral e sustentavel dos recursos pesqueiros,
nesse caso do pirarucu, € uma alternativa para o crescimento industrial e diminuicdo de poluicdo

ambiental gerando novos produtos a partir de residuos obtidos do processamente do pescado.

Palavras — chave: Pirarucu, colageno de peixe, subprodutos, residuos .
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1. INTRODUCAO

Coléageno é uma familia de proteinas fibrosas encontradas em todos os animais multicelula-
res, sendo o elemento estrutural principal de peles, 0ssos, tenddes, cartilagens, vasos sanguineos,
dentes e cdrnea, constituindo uma quantidade proxima entre 25% (OGAWA et al., 2004) e 30% do
conteudo total de proteina (JONGJAREONRAK et al., 2005). Providencia suporte mecanico, re-
sisténcia, elasticidade a varios 6rgaos e tecidos sendo disponiveis, biodegradaveis e biocompativeis,
estimulando o crescimento celular (SKOPINSKA-WISNIEWSKA et al., 2016). Devido ao risco de
transmissdo de doengas como Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), Encefalopatia Espongi-
forme Transmissivel (EET), Febre Aftosa (FA) (KITTIPHATTANABAWON et al., 2005) e a ob-
tencdo a partir de peles e 0ssos de porco, que nao pode ser usado devido a restri¢do religiosa, estilo
de vida e disponibilidade (BATISTA et al.,1998) torna-se necessario buscar fontes dessa proteina a
partir dos organismos aquaticos (SADOWSKA et al., 2003). Sendo o colageno o principal compo-
nente do tecido conjuntivo, sua importancia para ser consumida também esta relacionada para evitar
os disturbios metabolicos e genéticos que se apresentam pela sua falta e anormalidade no ser huma-
no, tais como o escorbuto, a osteogénese imperfeita e a sindrome de Ehlers-Danlos (BAYNES et
al., 2015).

O pirarucu (Arapaima gigas) é considerado o maior peixe de escamas de dgua doce com re-
nome internacional pelas mantas salgadas que no passado era consumido pelo mercado europeu, por
sua singularidade como espécie ornamental nas mdos de comerciantes em todo o mundo (ONO et
al., 2004) e pela sua conversdo alimentar e aproveitamento de carne ¢ anunciado como o “bacalhau”
brasileiro (SIDONIO et al., 2012); mas apesar disso, 0 aumento de desperdicio durante o seu bene-
ficiamento, conhecidos como residuos do processamento e comércio do pirarucu que inclui pele,
cabeca, visceras, nadadeiras, escamas e carcaca, poderiam ser considerados subprodutos com maior
valor agregado (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Consequentemente, o aproveitamento integral dos
recursos pesqueiros produziram muitas pesquisas sobre o0s aspectos tecnologicos e nutricionais com
fins comerciais de varias espécies assim como incentivar ao crescimento industrial na regido
(SOUZA e INHAMUNS, 2011) é por isso que a utilizacdo desses residuos do processamento, parti-
cularmente as peles e 0ssos, tornam-se fontes alternativas para obter colageno (GOMEZ-GUILLEN
et al., 2002; KITTIPHATTANABAWON et al., 2005) assim como outras biomoléculas (enzimas,
polissacarideos, etc.) (SEIBEL e SOARES, 2003) . Por tais motivos o aproveitamento dos residuos
do processamento e comércio do pirarucu vai outorgar a sociedade uma alternativa para diminuir o
onus ambiental, gerando novos produtos a partir de subprodutos e ajudando ao crescimento econd-

mico das comunidades pesqueiras.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Pesca e aquicultura

A producéo total da pesca por captura no mundo em 2014 foi de 93,4 milhdes de to-
neladas (81,5 milhGes de toneladas das dguas marinhas e 11,9 milhdes de toneladas das dguas con-
tinentais), com China sendo o principal produtor. Entre os dezesseis (16) principais paises produto-
res da pesca de captura em aguas continentais, o Brasil encontra-se no segundo lugar com 235.527
toneladas, depois de Bangladesh que ocupou o primeiro lugar com 995.805 toneladas em 2014, e
representando todos eles 80% do total mundial (FAO, 2016).

A producdo total da aquicultura em 2014 ascendeu a 73,8 milhdes de toneladas (47,1
milhdes de toneladas das dguas continentais e 26,7 milhGes de toneladas das dguas marinhas), com
a China sendo responsavel por mais do 60% da producdo pesqueira mundial procedente da aquicul-
tura (Figura 1). O Brasil encontra-se entre 0s 25 primeiros produtores na aquicultura mundial com
uma producao total aquicola de 562,5 mil toneladas, sendo a China que ocupa o primeiro lugar com
uma producéo aquicola total de 58.795,3 mil toneladas (FAO, 2016).

180

MILLOMES DE TOMELADA S
8

1250 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 20102014

M Produccion de la ocviculiura
M Produccién de la pesca de captura

Figura 1. Producdo mundial da pesca de captura e aquicultura (FAO, 2016).

A porcentagem da producdo pesqueira mundial que é usada para consumo humano direto,
aumentou consideravelmente até o 2014, de 67% a 87%, que equivale a mais de 146 milhGes de to-
neladas. Os 21 milhdes de toneladas restantes, destinaram-se a produtos nédo alimentares (especial-
mente farinha ou azeite de pescado) e, outros para diversos fins, como a alimentacao direta na aqui-
cultura (FAO, 2016).
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Existe a previsdo de que a contribui¢do da aquicultura na produgéo pesqueira mundial tem

aumentado 44% em media, entre 2013-2015 e vai superar a pesca de captura em 2021 (FAO, 2016).

A visdo geral da aquicultura brasileira segundo o IBGE (2016) mostra uma aquicultura em
crescimento principalmente na criacdo de peixes (70,9%) e na criacdo de camardes (19,3%) (IBGE,
2016). Segundo o levantamento realizado pela Associacdo Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR)
em 2017 a piscicultura brasileira cresceu 8% atingindo 697 mil toneladas e se tornando o 4° maior
produtor mundial de tilapia representando 51,7% da Piscicultura nacional, com 357.639 toneladas.
O Parana é o maior produtor de tilapia do Brasil, com 105.392 toneladas. Ronddnia e Amazonas
(regido Norte), Mato Grosso e Goias (regido Centro-Oeste) e Maranhdo (regido Nordeste) sdo 0s
maiores produtores de peixes nativos do Brasil liderando o tambaqui, pirapitinga, pacu e seus hibri-
dos, principalmente tambatinga. Os cinco estados, juntos, representam 69% da producdo total de
peixes nativos, lembrando que estas espécies estdo mais disseminadas pelo Brasil, especialmente
pelas regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste. De acordo com o levantamento da PEIXE BR, so-
mente no Distrito Federal ndo ha cultivo de peixe nativo (REVISTA PANORAMA DA AQUI-
CULTURA, 2018).

Segundo o IBGE, a quantidade de pirarucu produzido no Brasil no ano 2016 foi de 8.637,5
ton representando 1,7% da quantidade total de peixes produzidos tendo concentrada sua cadeia pro-
dutiva no estado de Rondbnia com uma producdo que representa 94% do total cultivado no pais en-
quanto o estado do Amazonas fica com 1% (PEDROZA et al., 2016). Os principais compradores
dos pirarucus produzidos nas propriedades de engorda sao as industrias frigorificas, em especial as
de Rondénia, e restaurantes locais e de outros estados (REBELATTO et al., 2015).

Segundo os dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagéo, o
consumo brasileiro de pescado tem diminuido a um valor inferior a 10kg/hab/ano, mesmo que o
Brasil tenha um alto potencial de producdo (BRASIL RURAL, 2017).

2.2. O pirarucu (Arapaima gigas)

Conhecido com o nome de paiche (Figura 2) no Peru e Colémbia, encontra-se na Bacia
Amazonica (florestas alagadas, rios, lagos, e algumas drenagens costeiras do Brasil) (Figura 3),
atinge até 200 kg de peso total e, é por esses motivos que aumenta o crescente interesse dos pisci-
cultores na sua exploracdo comercial (PEREIRA-FILHO e ROUBACH, 2005; OLIVEIRA et al.,
2014).
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Figura 3. Resumo da informacé&o disponivel sobre a distribuicdo geografica do género Arapaima no
norte da América do Sul. Mapa modificado de Castello e Stewart (2010). Fronteiras politicas sdo
mostradas com linhas pontilhadas. Estrelas indicam cidades mencionadas no texto. Areas em azul
indicam areas alagaveis (CASTELLO, et al., 2013). Area de introducéo do pirarucu na Bolivia é de
Miranda-Chumacero, et al. (2012). Localidades de coleta de espécies diferentes sdo indicadas por
letras: G = A. gigas, M = A. mapae, A = A. arapaima, e L = A. leptosoma; a localidade para A.
agassizii € desconhecida (Stewart 2013 a, b). Fonte: Castello et al. (2014).

A sua distribuicdo geografica (Fig 3) geralmente é determinada pelas barreiras geograficas
habitando em ambientes com correnteza fraca ou nula (QUEIROZ-SARDINHA, 1999; CASTE-
LLO, 2008a).
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Na Amazonia, o pirarucu (Arapaima gigas) € identificado pelas comunidades tradicionais
como oportunidade de geracdo de renda sendo que em 2015 movimentou R$ 1 milhdo para cerca de
400 familias envolvidas no manejo da espécie (ICMBio, 2017). Esse manejo esta sob a responsabi-
lidade das Unidades de Conservagdo (UCs) criadas pela Lei N° 9.985 de 2000, e atualmente séo
sete (7) reservas extrativistas (Resex) administradas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéao da
Biodiversidade (ICMBiIo) realizando o manejo sustentavel da espécie: Resex Médio Purus, Rio Ju-
tai, Auati-Parana, Médio Jurua, Rio ltuxi, Rio Unini e Baixo Jurua, todas no estado do Amazonas
(ICMBio, 2017). Além disso, temos as RDS (Reserva de Desenvolvimento Sustentavel) que de
acordo com o Cadastro Nacional de Unidades de Conservacdo (CNUC), até o inicio de julho de
2015, existiam 36 RDS no pais: 2 nacionais, 29 estaduais e 5 municipais. Sdo exemplos: a Reserva
de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua (AM), a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Ve-
redas do Acari (MG), a Reserva de Desenvolvimento Sustentivel Estadual Ponta do Tubardo (RN)
e a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do Rio Negro (AM) (OECO, 2015). Cavero e Fonse-
ca (2016) afirmam que tanto o pirarucu de piscicultura quanto de areas manejadas participam do
mesmo mercado, a varia¢do esta no preco. Quando comercializados sem cabeca e sem visceras 0
preco é de R$ 3,50/kg; filé com pele e costela entre R$ 8,00/kg a R$14,00/kg e o filé in natura entre
R$ 9,00/kg a 15,50/kg.

Entre os principais produtos obtidos do pirarucu constam filés frescos e congelados, produ-
tos salgado-secos e os defumados (ao frio ou quente) para o comércio nacional e internacional. Ou-
tros subprodutos a serem aproveitados séo a pele, que representa entre 7 a 9% do peso do animal
sendo transformada em couro para uso de vestuario com alto valor agregado (bolsas, cal¢ados,
roupas, carteiras, cintos, entre outros artefatos); as escamas que representam entre 6,6 a 9,7% tém
valor comercial na confeccdo de artesanatos regionais (colares, ornamentos para casa, entre outros;
a cabeca que representa de 12 a 13,5%, dos exemplares grandes normalmente é utilizada como tro-
féu pelos pescadores e comunidades no interior e as carcagas utilizadas na elaboracdo de silagem
como alimentacdo alternativa de animais (ONO et al., 2004, OLIVEIRA, 2007) e para a elaboracédo
de sustancias com elevado teor proteico que tém a finalidade de enrriquecer alimentos com baixo
teor proteico e especialmente para aqueles que s&o alérgicos as proteinas do leite (CARVALHO et
al., 2015).

2.3. Residuos de pescado como fonte de biomoléculas

A producdo de diferentes espécies de peixes tem gerado durante décadas uma enorme
quantidade de residuos e/ou subprodutos provocando perdas econémicas e contaminagdo do
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ambiente 0s quais sdo responsaveis por 50-70g/100g de seu peso total
(KITTIPHATTANABAWON et al., 2005) mas dependendo da cultura e pais esses residuos podem
ser considerados como residuos ou iguarias com elevado preco (TOLDRA et al., 2012); no entanto,
a maioria desses subprodutos néo sdo adequados para consumo humano (JAYATHILAKAN et al.,
2012).

Por ser 0 pescado um alimento rico em proteinas os residuos gerados apds o beneficiamento
tem levado a muitos pesquisadores aproveita-los para a geracdo de biomoléculas, tais como o
colageno considerado um dos biomateriais mais usados na ampla gama de aplica¢Bes industriais
(KIMURA et al.,, 1987; NAGAI et al.,, 2002; LI et al.,, 2013; LAFARGA e HAYES, 2014,
KAEWDANG et al., 2014; MAHBOOB, 2015; KITTIPHATTANABAWON et al., 2015), quitina e
quitosana (ZAKU et al., 2011; TAKARINA et al., 2017), gelatina (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2009), tripsina (BEZERRA et al 2001; COSTA et al., 2014) entre outros; aumentando o interesse
desses residuos como fonte de biomoléculas contribuindo com a diminuic¢éo da poluigdo ambiental
assim como o melhoramento econdmico (BEZERRA et al., 2005). No caso do pirarucu somente
tem sido aproveitado para outros fins diferentes a producdo de biomoléculas, o qual torna atrativo
explorar esses residuos (aprox. 30%) produzidos da sua producdo e comércio para obter

biomoléculas de interesse industrial, por exemplo, o colageno.

2.4. Colageno

Os colagenos séo proteinas heterotriméricas com uma massa molecular de 300 kDa, estabili-
zada por pontes de hidrogénio e por ligacGes moleculares, formadas por trés cadeias peptidicas in-
dividuais (Fig 4) cuja caracteristica principal estrutural é a sua tripla hélice formada pelo enrola-
mento dessas trés cadeias polipeptidicas e cada cadeia formada por uma unidade tripeptidica Glici-
na- X- Prolina ou Glicina — X- Hidroxiprolina onde X pode ser qualquer um dos vinte (20) aminoéa-
cidos — padrdo distintas, chegando a formar o procolageno para que finalmente se autoagrupem em

fibrilas de colageno e mantidas juntas formam as fibras de colageno (BAYNES, 2015).
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(b)“ ©

Figura 4. Estrutura do colageno. (a) A cadeia o do colageno tem uma estrutura secundaria repetitiva
que é Unica desta proteina. A sequéncia tripeptidica que se repete Glicina- X- Prolina ou Glicina —
X- Hidroxiprolina adota uma estrutura helicoidal anti-horéaria com trés residuos por volta. A se-
quéncia repetida para gerar este modelo é a Glicina-Prolina-4-Hip. (b) Modelo de volume atémico
da mesma cadeia a. (c) Trés destas hélices (mostradas aqui em cinza, azul e roxo) se enrolam uma
sobre as outras, no sentido horario. (d) A super-hélice de colageno formada por trés cadeias, mos-
trada a partir de uma das extremidades, esta representada em um modelo de esfera e bastdo. Os re-
siduos de Glicina sdo mostrados em vermelho. A glicina, por ser pequena, é necessaria para uma
juncao firme na regido onde as trés cadeias estdo em contato. As esferas nesta ilustracdo nédo repre-
sentam os raios de van der Waals dos atomos individuais. O centro da super-hélice de trés cadeias
ndo € oco, como aparece aqui, mas sim firmemente compacto. Fonte: NELSON & COX, 2014 —
PDB ID 1CGD.

Na atualidade existe pelo menos 29 tipos de colageno que foram identificados e cada um
difere consideravelmente na sequéncia de aminoacidos, estrutura e funcdo; mas provavelmente
também se deva as associagdes de variantes genéticas especificas (LIU et al., 2012) pois variam na
sua distribuicdo, organizacgdo e funcdo nos tecidos, sendo consequentemente 0s principais compo-
nentes do tecido conjuntivo como a cartilagem, os tenddes, a matriz organica dos 0ssos e a cornea
dos olhos (BAYNES, 2015). Alguns dos tipos de colagenos mais representativos estdo listados no
Quadro 1.
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Cada tipo de colageno é classificado pelo seu tamanho, funcdo e distribuigdo, distinguindo -
se na sua composi¢cdo de aminoacidos para manter a estabilidade e integridade estrutural dos tecidos
correspondentes e 6rgaos (HASHIM et al., 2015; LIU et al., 2012).

As proteinas colagenosas podem ser divididas em dois tipos principais: 0os colagenos forma-
dores de fibrila (fibrilares) e os colagenos ndo fibrilares. Os colagenos fibrilares sdo os que confe-
rem forca (tensdo) aos tenddes, ligamentos e pele (Tipos I, 11, 111, VV e XI). Os colagenos néo fibrila-
res ou formadores de rede, sdo componentes estruturais importantes das membranas basais (BAY -
NES et al., 2015).

Quadro 1. Principais tipos de coldgeno no organismo e desordens associados.

Tipo | Classe Distribuicéo Desordens asso-
ciados
| Fibrilar Amplamente distribuido, incluin- | Osteogénese Im-
do pele, tendGes, ossos e coracdo | perfeita, Sindrome
de Ehlers-Danlos.
I Fibrilar Cartilagem, cérnea em desenvol- | Colagenopatia
vimento e humor vitreo
i Fibrilar Tecido conjuntivo extensivel, p. Sindrome de Eh-
ex., pele, pulmdo e sistema vascu- | lers-Danlos
lar
v Rede Membranas basais, rim e parede Sindrome de Al-
vascular port
Vv Fibrilar Figado, cdrnea e mucosa Sindrome de Eh-
lers-Danlos (clas-
sico)
Vi Filamentos com domi- Maioria dos tecidos conjuntivos Miopatia Ullrich e
nios globulares miopatia de Beth-
lem
IX *Facit Cartilagem, humor vitreo
Xl Formador de fibrila Cartilagem, 0sso, placenta Colagenopatia
X1 *Facit Tendao embrionério, pele -
X1l | Com dominio trans- Amplamente distribuido -
membrana
XIV | *Facit Pele fetal e tenddes -

*FACIT, colagenos associados a fibrila com triplas hélices interrompidas.
Fonte: BAYNES et al. (2015) com algumas modificacGes.

Tem sido demonstrado que existe variagdo no colageno quanto a sua composi¢do de ami-
noacidos, especialmente da prolina e hidroxiprolina. O teor de prolina e hidroxiprolina é importante
pelo seu efeito gelificante, entretanto, considera-se que a hidroxiprolina desempenha um papel im-
portante na estabilizag&o térmica da hélice do colageno (PIHLAJANIEMI e REHN, 1995). A glici-
na, prolina e hidroxiprolina sdo considerados os aminoacidos mais importantes no colageno (50%
do conteddo total de proteina) (HASHIM et al., 2015) e foi observado que a sequéncia desses ami-

noacidos (Glicina-Prolina-Hidroxiprolina) é um dos principais fatores que afetam a termo estabili-
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dade do colageno (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). A composi¢io média de aminoécidos de pele

para peixe e mamifero é dada no Quadro 2.

Quadro 2. Composi¢cdes médias de aminoacidos em peles de mamiferos e peixes 6sseos (SZPAK,
2011).

Amino&cido Abundancia na pele de mamife- Abundancia na pele de peixes
ros (residuos/1000) (residuos/1000)

Glicina 329 339
Prolina 126 108
Alanina 109 114
Hidroxiprolina 95 67
Acido glutamico 74 76
Arginina 49 52
Acido aspartico 47 47
Serina 36 46
Lisina 29 26
Leucina 24 23
Valina 22 21
Treonina 19 26
Fenilalanina 13 14
Isoleucina 11 11
Hidroxilisina 6 8
Metionina 6 13
Histidina 5 7
Tirosina 3 3
Cisteina 1 1
Triptéfano 0 0

2.5. Fontes de obtencao do colageno

O file ou diferentes tipos de cortes nas carnes sao produtos do abate dos animais, e 0
restante, visceras e miudezas estdo dentro da classificacdo dos subprodutos e entre eles estdo 0s
0sso0s, tenddes, peles, tecidos gordurosos, cascos, pés, sangue e 6rgdos internos e, a quantidade dos
subprodutos gerados vai depender da espécie, sexo, idade e peso do corpo do animal (BHASKAR et
al., 2007).

Dependendo da cultura e pais, subprodutos comestiveis, podem ser considerados como
residuos ou iguarias com elevado preco (TOLDRA et al., 2012). No entanto, a maioria dos
subprodutos ndo sdo adequados para consumo humano (JAYATHILAKAN et al., 2012). O
processamento daqueles subprodutos pode tornar um produto de baixo valor em um produto que é
capaz de cobrir todos os custos de tratamento e investimento, com consequente maior valor
agregado e reduzir os danos ambientais (TOLDRA et al., 2012). Em zonas pesqueiras, Como na

Amazonia, 0 aproveitamento desses subprodutos vao gerar melhores ingressos de renda para as
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pessoas que dependem da pesca, assim como para as industrias, que ao mesmo tempo de ter ganhos
econdmicos estardo apoiando ao crescimento socioecondémico e manejo sustentavel dos recursos
pesqueiros, diminuindo ao mesmo tempo a poluicdo ambiental.

A importancia do consumo de colageno estd em manter os musculos da pele firmes dimi-
nuindo assim o processo de envelhecimento, elevar a densidade dos 0ssos, elasticidade e forga das
articulacOes e ligamentos, pois sua caréncia ou sintese anormal, pode causar distdrbios metabdlicos
e geneticos (o escorbuto, a osteogénese imperfeita e a sindrome de Ehlers-Danlos (BAYNES et al.,
2015); além do que o risco da transmissdo de doengas como Encefalopatia Espongiforme Bovina
(EEB), Encefalopatia Espongiforme Transmissivel (EET), Febre Aftosa (FA) (KITTIPHATTA-
NABAWON et al., 2005) conhecidas como zoonoses, o estilo de vida, a prevencao de doencas (WU
et al., 2012; CARDINALE et al., 2015) e a conviccao religiosa de Mugulmanos, Judeus e alguns
cristdos que acreditam que ndo se deve comer suinos torna-se necessario buscar fontes alternativas
dessa proteina e uma destas fontes sdo efetivamente os organismos aquéticos, uma alternativa atra-

ente (SADOWSKA et al., 2003), o qual foi motivo de interesse de muitos pesquisadores (Quadro3).

2.6 Usos e aplicagdes do colageno

O colageno é considerado um dos biomateriais mais usados por ter uma ampla gama de apli-
cacgdes industriais (LAFARGA e HAYES, 2014). Na industria dos alimentos a demanda é alta devi-
do a seu conteudo proteico e suas propriedades funcionais (capacidade de absor¢do de agua, for-
macao de gel e, sua capacidade de formar e estabilizar emuls6es) formando parte dessa industria
como suplementos ou aditivos, formacdo de filmes e revestimentos comestiveis (HASHIM et al.,
2015). Na area da biomedicina e farmacéutica serve como material que contém o farmaco, proteinas
e genes, como também pode substituir a pele do homem, vasos sanguineos e ligamentos (KIM e
MENDIS, 2006; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011); por tais motivos na indlstria cosmética é muito
usado o colageno para a prevencao e diminuicdo de rugas, géis, mascarilhas, injecdes cutaneas, tra-
tamentos para o cabelo com o fim de evitar a sua queda e fraqueza ou também, melhorar sua

aparéncia deixando mais saudavel.



Quadro 3. Colageno extraido de vérias espécies de peixes.

Espécie Fonte Autor
Caroa India (Catla catla) e Escamas, pele e
Mrigal (Cirrhinus mrigala) barbatanas MAHBOOB, 2015
. KITTIPHATTANABAWON et
Chitala ornata Pele
al., 2015
Tilapia do Nilo (Oreochromis | g oaq EL-RASHIDY AIAH et al., 2015
niléticas)
Tilapia, carpa herbivorae Pele TANG etal., 2015
carpa gris
Atum albacora (Thunnus Bexiga KAEWDANG et al., 2014
Albacares)
Cioba (Lutjanus analis). Pele NERI, 2013
Scomberomorous niphonius Pele e 0ss0 Lletal., 2013
Carpa de cabeca grande Aletas, escamas,
P ¢a g .. 0ss0s e bexiga nata- | LIU et al., 2012
(Hypophthalmichthys nobilis) torias
Cobia (Rachycentron cana- Pele COSTA, 2012
dum)
Peixe — porco (Aluterus moné-
ceros), Atka - cavala (Pleuro- | 5|0 NALINANON et al., 2010, 2011
grammus azonus) e Albacora
(Thunnus alalunga)
Tubaréo (Chiloscyllium punc- P KITTIPHATTANABAWON et
ele
tatum) al., 2010
Hypomesus pretiosus japonicus Pele NAGAI et al.. 2010
Brevoort
Priacanthus tayenus e Priacan- Pele BENJAKUL et al., 2010

thus macracanthus

Carpa comum (Cyprinus car-
pio)

Pele, escamas e
0SS0S

DUAN et al., 2009

Peixe vermelho (Sebastes men-
tella)

Pele

WANG et al., 2007

Catalufa pintada (Priacanthus
tayenus)

Pele e 0sso

KITTIPHATTANABAWON et
al., 2005

Miraguaia (Pogonia cromis) e
Sargo de dente (Archosargus
probatocephalus)

Ossos e escamas

OGAWA et al., 2004

Pargo vermelho(Pagrus major)

e Tilapia do Nilo (Oreochromis | Escamas IKOMA et al., 2003
niloticus)

Cod (Gadus morhua) Pele SADOWSKA et al., 2003
Torafugu (Takifugu rubripes) | Pele NAGAI et al., 2002
Merluza (Merluccius hubbsi) Pele CIARLO et al., 1997

Carpa comum (Cyprinus car-
pio)

Escamas e 0ss0s

KIMURA et al., 1991

Teledsteos

Pele

KIMURA et al., 1987

22
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Na area médica o colageno tem aplicacGes cardiacas, cirurgia estética, enxertos 0sseos, re-
generacao de tecidos, usos cirurgicos reconstrutivos e tratamentos de feridas (OLIVEIRA, 2010);
foi evidenciado o uso do colageno para o tratamento de feridas em forma de filmes (ALBANNA e
HOLMES 1V, 2016) ajudando na cicatrizagdo e incentivando a formagéo do tecido conjuntivo devi-
do a similaridade histoldgica e propriedades mecéanicas do colageno presente na pele humana
(NORBURY et al. 2016; MATHANGI et al. 2013). Responsaveis da similaridade poderiam ser a
presenca dos aminoacidos Glicina, Prolina e hidroxiprolina em porcentagens proximas ao da pele

humana (Quadro 4).

Quadro 4. Conteudo de aminoacidos do colageno tipo 1 na pele humana e do pescado.

Aminoéacido %Aminoacido em coldgeno | Y%6Aminoacido em colageno
Tipo | (pele humana) Tipo | (pele de pescado)

Alanina 11 11.9
Arginina 5 5.8
Asparagina 5 4.2
Glutamina 7 6.9
Glicina 33 35.6
Histidina 0.5 0.6
Isoleucina 1 0.8
Leucina 2 2
Lisina 2 2
Metionina 0.6 0.5
Fenilalanina 1 1.3
Prolina 13 12.8
Serina 4 3.2
Treonina 2 2.2
Triptofano 2 0
Tirosina 0.3 0.3
Valina 2 2
4-hidroxiprolina 8.6 8.2
Total 100 100

Fonte: Serrano (2011)

No campo da veterinaria alguns estudos mostraram eficacia na suplementacao de colageno
com outros nutracéuticos para cdes com osteoartrite (GUPTA et al., 2012). Na industria de bebidas
alcoolicas sdo utilizados como clarificadores os colagenos extraidos de bexiga natatoria de peixes
tropicais na forma de pé e sendo adicionados a bebida a qual comeca a ter uma sedimentacdo que é
removida do fundo do recipiente (HICKMAN et al., 2000). Em, alguns paises como a China, a
bexiga natatdria € muito apreciada pois é utilizada como alimento e, nos Estados Unidos e Aleman-
ha a utilizam para produzir cola (COELHO, 2014).
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2.7 Caracterizacéo do colageno

Apds obter o colageno, independente de como foi seu processo de extracdo, sdo realizadas
diferentes tipos de analises entre elas: aplicacdo da técnica de eletroforese com gel de poliacrilami-
da com dodecil sulfato sédio (PAGE-SDS), espectrofotometria de infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR), determinacdo da temperatura de desnaturacdo, aminograma e outros analises;

com a finalidade de mostrar a pureza e integridade da molécula do colageno.
2.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, ajuda a detectar com base no
peso molecular, se o que foi extraido é realmente coldgeno. A técnica consiste em utilizar um deter-
gente desnaturante, o dodecil sulfato de sddio (SDS) geralmente utilizado na técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) para separar e diferenciar as subunidades proteicas onde os poros
do gel de poliacrilamida outorga a seletividade para as proteinas com pesos moleculares diferentes,
usando corantes sensiveis e especificos, como o azul de Coomassie, ou com a técnica de coloragao
por prata (BAYNES, 2015).

Vérios autores (OGAWA et al., 2004; JONGJAREONRAK et al., 2005; SKOPINSKA-
WISNIEWSKA et al., 2016) tem reportado ao colageno como um heteropolimero com peso mole-
cular de aproximadamente 300kDa com bandas proteicas claramente diferenciadas entre si. No gel
de poliacrilamida com SDS pode ser visualizada a presenga da cadeia y caracteristica de um cola-
geno nativo com peso molecular de aproximadamente acima dos 200kDa, enquanto as cadeias ¢ o
podem ser visualizadas com um peso molecular aproximadamente abaixo dos 200kDa, o qual séo

caracteristicas do colageno do tipo I.
2.7.2 Espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Autores (VIDAL, B. D.; MELLO, M. L. S., 2011) reportaram por meio dessa técnica a pos-
sibilidade de predizer e confirmar o estado da estrutura da tripla hélice do colageno assim como a
assinatura molecular caracteristica dele o qual estd representada pelo espectro formado devido as
vibragGes moleculares dos grupos funcionais presentes na amostra, cujo termo Transformada de
Fourier refere-se ao fato de que um algoritmo de transformada de Fourier € necessario para trans-

formar os dados brutos nesse espectro.

Por meio do célculo do radio de absorcio entre o a amida 111 (cm™) e 1454 (cm™) é possivel deter-
minar se a estrutura do colageno permaneceu estavel ou intacta pois tem sido reportado que valores

de rédio de absor¢do de aproximadamente 1 sugerem que a estrutura da tripla hélice do colageno
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esta estavel (LIU et al, 2015) sendo considerada a espectrofotometria de infravermelho com trans-
formada de Fourier (FT-IR) por vérios autores (KITTIPHATTANABAWON et al., 2010), uma

técnica simples e pratica para avaliar a estrutura molecular do colageno.
2.7.3 Temperatura de desnaturacéo

Dependendo do metodo utilizado, o principio da determinacdo da temperatura de desnatu-
racdo (Td) esta baseado em poder saber em que temperatura o coldgeno perde sua estabilidade tér-
mica, ou seja a quebra dos pontes de hidrogénio e ligagdes intermoleculares responséveis da sua
estabilidade molecular.

Por definicdo temos que a temperatura de desnaturacao é aquela temperatura na qual o colé-
geno apresenta mudancas irreversiveis na sua estrutura molecular sendo observada essas mudancas
em uma das suas propriedades fisicas, a viscosidade (SHAHIRI et al., 2012). Geralmente essa vis-
cosidade é calculada considerando a Td aquela temperatura na qual o colageno perde 50% da sua
viscosidade ou 0,5 da sua viscosidade fracional (ZHU e KIMURA, 1991).

Para muitos autores a temperatura de desnaturacao esta relacionada a estabilidade térmica do
colageno o qual esta relacionada ao habitat e temperatura do corpo; e da mesma forma a temperatu-
ra de desnaturacdo (Td) de uma mesma espécie pode ser apresentada com pequenas variacdes devi-
do ao método utilizado para medir ela (TAN- CHANG, 2018); portanto poderia ser afirmado que a
temperatura de desnaturacdo de colagenos de peixes de aguas temperadas sera sempre menor que a
temperatura de desnaturacdo dos peixes de aguas tropicais (TAKAHASHI E YOKOYAMA, 1954;
LIU et al, 2015).

Foi reportado Td com valores similares e diferentes apartir de varias espécies de peixes:
24,6°C para Theragra chalcogramma (YAN et al., 2008), 28°C para Cyprinus carpio (DUAN et al.,
2009), 32°C para Oreochromic niloticus (SUJITHRA et al., 2013) e 36,5°C para Ctenopharyngo-
don idella (LIU et al, 2015).

2.7.4 Solubilidade do colageno

A solubilidade de uma proteina pode ser manifesta mediante a relacdo proteina- solvente
sendo as caracteristicas hidrofobicas e idnicas da proteina aquelas que tém maior influéncia na sua
solubilidade (DAMODARAN, 1996). A maioria das proteinas alimentares sdo proteinas acidas é
por isso que o coldgeno é conhecido por ser mais solivel em valores de pH &cidos mas a diminuigado
dessa solubilidade é devido porque o colageno atingiu o seu ponto isoelétrico (PI), entre valores de
pH 6-9 (FOEGEDING et al., 1996) ou seja nesse valor de pH considerado o PI a proteina perde a
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sua solubilidade tornando ela ndo sollvel por causa das interagdes hidrofobicas entre as moléculas
do colageno (DAMODARAN, 1996, JONGJAREONRAK et al., 2005).

O colageno também € conhecido por ser ndo muito toleravel ao sal, o qual € evidenciado na
diminuicao da sua solubilidade a causa das interacdes hidrofobicas e, o incremento da sua solubili-
dade é devido ao decréscimo da atividade i6nica na proteina (ASGHAR E HENRICKSON, 1982;
VOJDANI,1996). Segundo a fonte de obtencdo do colageno as propriedades moleculares do colé-
geno pode variar; por exemplo, coldgeno acido solivel (ASC) é mais susceptiveis a uma rapida per-
da de solubilidade em maiores concentracdes de NaCl, diferente do coladgeno pepsino soltvel (PSC)
0 qual devido a pepsina, sdo 0s que promovem a hidrélise nas zonas de maior entrecruzamentos

entre as moléculas de alto peso molecular (SINGH et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Extrair e caracterizar colageno acido soluvel (ASC) de residuos da pele do pirarucu (Ara-

paima gigas).

3.2. Especificos
e Extrair colageno &cido soltvel (ASC) das peles do pirarucu;
e Determinar o rendimento da extra¢do do colageno;

e Determinar o tipo de colageno obtido através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE);

e Determinar a melhor solubilidade relativa do colageno obtido quanto as variacGes de pH e

concentracdes de NaCl;
e Determinar a temperatura de desnaturacdo do colageno;

e Auvaliar fisicamente o colageno obtido através da espectroscopia na regido do infravermelho.
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Resumo

O aproveitamento integral dos recursos pesqueiros tem produzido muitas pesquisas sobre os aspec-
tos tecnoldgicos e nutricionais incentivando o crescimento industrial. Responsaveis pelo aumento
do 6nus ambiental mas ricos em colageno e outras biomoléculas, os residuos do processamento do
pescado tornam-se subprodutos de maior valor comercial. Por tais motivos a presente pesquisa con-
templou o aproveitamento de aqueles residuos e ou subprodutos para extrair coldgeno, nesse caso,
da pele do pirarucu (Arapaima gigas) que é uma espécie emblemaética da Bacia Amazonica, e em
vez de descartar eles, esses residuos tornou-se atrativo para o seu estudo e viabilizacdo na extracédo
de biomoléculas, especialmente o colageno, tendo em vista a sua ampla aplicabilidade cientifica e
biotecnoldgica. O processo de extracdo contou de duas etapas principais, a primeira de pré trata-
mento da pele com uma solugcdo NaOH 0,05M, alcool butilico 10% e a segunda que é de extracdo
do colageno com uma solucdo de acido acético 0,5M. Todo o processo foi realizada a 20°C. Apds
ter realizado o processo de extracdo foram realizados as analises de caracterizacdo do colageno. O
rendimento obtido foi de 27,8% e por meio do SDS PAGE (Eletroforese em gel de poliacrilamina -
Dodecil sulfato de sodio) foi determinado que o colageno obtido é do tipo I. Esse colageno mostrou
maior solubilidade relativa em pH 3 e diminuicdo da solubilidade a partir do 3% de concentracédo de
NaCl. A temperatura de desnaturacdo do colageno foi de 38,1°C e sua estrutura molecular perma-
neceu intata durante todo o processo de extracdo o qual foi visualizada mediante a técnica do FTIR
(espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier), apresentando um radio de ab-
sorcdo de aproximadamente 1. Os resultados obtidos mostraram que é possivel obter colageno a
20°C a partir da pele de pirarucu, o colageno obtido apresenta as caracteristicas tipicas do colageno
tipo |1 comercial e o procedimento utilizado sugere ser uma alternativa interessante para a extracao
do colageno da pele do pirarucu pois com esse procedimento de extracdo utilizado o colageno obti-
do manteve a sua estrutura molecular da tripla hélice estavel; dando a conhecer a sociedade que o
aproveitamento integral e sustentavel dos recursos pesqueiros, nesse caso do pirarucu, € uma alter-
nativa para o crescimento industrial e diminui¢do de poluicdo ambiental gerando novos produtos a

partir de residuos obtidos do processamente do pescado.

Palavras — chave: Arapaima gigas, pirarucu, colageno, residuos .
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1. Introducéo

O coléageno pretence a uma familia de proteinas fibrosas encontradas em todos os animais
multicelulares, amplamente distribuidas em aproximadamente todos os 6rgdos de vertebrados,
sendo o elemento estrutural maior de peles, 0ssos, tenddes, cartilagens, vasos sanguineos, dentes
e cornea, constituindo uma quantidade proxima entre 25% (Ogawa et al., 2004) e 30% do con-
tetdo total de proteina (Jongjareonrak et al., 2005a) providenciando suporte mecanico, resistén-
cia, elasticidade a varios 6rgdos e tecidos (peles, tenddes, artérias e 0ssos) sendo disponiveis,
biodegradaveis e biocompativeis, estimulando o crescimento celular (Skopinska-Wishiewska et
al., 2016).

Tem sido demonstrado que existe variagdo no colageno quanto a sua composicdo de ami-
noacidos glicina, prolina e hidroxiprolina que séo considerados os aminoacidos mais importan-
tes no colageno (50% do contelido total de proteina) (Hashim et al., 2015); especialmente a pro-
lina e hidroxiprolina desempenham um papel importante na estabilizacdo térmica da hélice do
colageno e a sequéncia desses aminoéacidos mais importantes, sdo um dos principais fatores que
afetam a termo estabilidade do coldgeno (Gémez-Guillén et al., 2011).

Por ser o principal componente do tecido conjuntivo, sua importancia para ser consumida
também esté relacionada para evitar os distarbios metabdlicos e genéticos que se apresentam pe-
la sua falta e anormalidade no ser humano, tais como o escorbuto, a osteogénese imperfeita e a
sindrome de Ehlers-Danlos (Baynes e Dominiczak., 2015); além do risco de transmisséo de
doencas conhecidas como zoonosis (Kittiphattanabawon et al., 2005), restri¢des religiosas, esti-
lo de vida (Wu et al., 2012) e a disponibilidade as quais levam a buscar fontes alternativas des-
sa proteina, neste caso, a partir de organismos aquaticos como uma alternativa atraente (Sa-
dowska et al., 2003).

O colageno é considerado um dos biomateriais mais usados na ampla gama de aplicacdes
industriais (Lafarga e Hayes, 2014) e os procedimentos usados nos Ultimos anos para extrair es-
sa proteina a partir de organismos aquaticos, basearam-se na maioria deles, em parametros esta-
belecidos por diferentes autores segundo os seus critérios de avaliacdo de origem da matéria
prima como por exemplo: habitat, sexo, peso, espécie, etc. (Liu et al., 2015) assim como tam-
bém os custos e tempo do processo de extracdo levando a uma variagdo das condigdes de ex-
tracdo Gtimas para se obter um rendimento desejavel, pureza e integridade do coldgeno com be-
neficio na aplicacdo pratica. Consequentemente, a escolha das condi¢BGes Otimas para obter o
colageno a partir de organismos aquaticos, estdo se definindo em base a estabilidade térmica da
biomolécula devida ao contetdo de aminoacidos glicina-prolina-hidroxiprolina que se mostra-

ram distintas tanto para especies de climas temperados quanto de climas tropicais, e também
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quanto a similaridade da quantidade dos aminoacidos presentes na pele do peixe e na pele hu-
mana (Duan et al., 2009; Szpak, 2011), podendo ser uma alternativa 6tima de uso do colageno
em forma de filmes para o tratamento de feridas (Albanna e Holmes 1V, 2016) ou em diferentes
inddstrias.

A producao de diferentes espécies de peixes tem gerado durante décadas uma enorme quan-
tidade de residuos e/ou subprodutos provocando perdas econdémicas e contaminacdo do ambien-
te 0s quais sdo responsaveis por 50-70g/100g do peso total deles (Kittiphattanabawon et al.,
2005) mas dependendo da cultura e pais esses residuos podem ser considerados como residuos
ou iguarias com elevado preco (Toldra et al., 2012); no entanto, a maioria desses subprodutos
ndo sdo adequados para consumo humano (Jayathilakan et al., 2012). Por ser o pescado um ali-
mento rico em proteinas (FAO, 2016) os residuos gerados apos o beneficiamento tem levado
muitos pesquisadores a aproveitar esses residuos para a geracdo de biomoleculas, tais como o
colageno, considerado um dos biomateriais mais usados na ampla gama de aplica¢des indus-
triais (Lafarga e Hayes, 2014) (Mahboob, 2015; Kittiphattanabawon et al., 2015; Kaewdang et
al., 2014, Li et al., 2013; Nagai et al., 2002; Kimura et al., 1987),e as extrac6es de quitina e qui-
tosana (Takarina et al., 2017; Zaku et al., 2011), gelatina (Gdmez-Guillén et al., 2009), tripsina
(Costa et al., 2013; Costa et al., 2014) entre outros, aumentando o interesse desses residuos co-
mo fonte de biomoléculas.

Por tais motivos com o fim de reduzir ou até eliminar os residuos descartados do beneficia-
mento do pirarucu (Arapaima gigas) de aproximadamente 30% entre cabeca, peles, escamas e
visceras (Oliveira, 2007), o objetivo do trabalho foi extrair e caracterizar colageno da pele de pi-
rarucu mostrando as condicGes da sua extracdo e as caracteristicas da biomolécula que a tornam
disponivel para a ampla gama de aplicacBes nas diferentes industrias, pois tem sido mostrado
que obter esta biomolécula a partir dos residuos de recursos pesqueiros estariamos contribuindo
com a diminuicéo da poluicdo ambiental assim como gerando capital econdémico (Bezerra et al.,
2005).

2. Material e métodos
2.1 Material

Colageno tipo | de pele de bezerro foi adquirido da companhia Sigma Quimica (St. Louis,
MO, USA) e marcadores de elevado peso molecular (GE Healthcare UK Limited, 132 Bu-
ckinghamshire, UK) para a estimacdo do peso molecular das proteinas. Todos os reagentes qui-

micos usados foram de grau analitico.
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2.2 Coleta e preparagéo da pele

A pele de pirarucu, oriundo de sistema de manejo, foi obtida do frigorifico Kardume Co-
mércio de Pescado Ltda (Manaus/AM, Brasil) ja congelada para ser transportada ao Laboratorio
de Tecnologia do Pescado da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Essa pele foi lavada
com é&gua destilada gelada, e realizaram-se cortes de aproximadamente 1,0 cm? , que foram ar-

mazenados em freezer & -20 °C até sua utilizag&o.

2.3 Composicéo centesimal
Porc¢des de peles foram removidas para as analises de composi¢do centesimal de acordo com

a Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais (A.O.A.C., 2000) em triplicata.

2.4 Processo de extracdo do ASC da pele do peixe

O processo foi realizado segundo a metodologia usada por Liu et al. (2015) com algumas
modificacbes. A temperatura de trabalho foi de 20 °C com homogenizagdo constante em um
banho ultratermostatico com circulacdo de agua da marca QUIMIS modelo Q214M, acoplado a
um agitador mecéanico. Os enxagues foram realizadas com agua destilada gelada e a centrifu-

gacdo e armazenagem foram realizadas a 4 °C.

2.4.1 Pré -Tratamentos

Realizaram-se em etapas. A primeira etapa alcalina, com a finalidade de eliminar as protei-
nas nao colagenosas, foi realizada usando uma solucédo de NaOH 0,05M, durante 12 h, com tro-
cas de solucdo a cada 6 h em uma proporcdo de 1:20 (p/v); para continuar a seguinte etapa
enxaguaram-se as amostras com agua destilada gelada até que estas apresentaram pH neutro. A
segunda etapa, de desengorduramento das amostras, foi realizada com uma solucdo de alcool
butilico 10% em uma propor¢do de 1:20 (v/v) durante 24 h, com trocas de solucdo a cada 12 h e
posterior enxague com agua destilada gelada, ficando as peles prontas para a extracdo do coléa-

geno.

2.4.2 Extracdo do colageno da pele

Essa etapa foi realizada usando solucéo de acido acetico em uma concentracdo de 0,5M na
proporcao de 1:40 (p/v), durante 72h e com trocas cada 24h. Foi realizado o tamponamento com
Buffer Carbonato-Bicarbonato Cloreto de Sodio 0,9M até obter um pH de 8,87 na solucdo vis-
cosa obtida. A seguir, realizou-se a centrifugacéo a 4 °C, a uma velocidade de 11,000 rpm du-
rante 40 minutos. O material coletado da centrifugacéo, foi submetido a trés dialises; a primeira

em uma solucdo de acido acético 0,1 M e as duas Ultimas em &gua destilada até obter pH neutro
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da amostra. Cada didlise foi realizada durante 12h. O material dialisado foi congelado para ser

liofilizado obtendo o colageno soltvel acido (ASC).

2.4.3. Rendimento
O rendimento do material liofilizado, foi calculado em base ao peso seco, segundo a formu-
la:
Rendimento (%) = (M/Mg) x 100, onde M € o peso seco (g) do material liofilizado e,

Mo é 0 peso da pele seca usada (Q)

2.5 Caracterizacdo do Colageno soluvel acido (ASC)
2.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamina (SDS-PAGE)

Para poder ter a certeza que o material liofilizado € colageno tipo I, realizou-se o SDS—
PAGE de acordo ao método de Laemmli (1970). Usou-se gel na concentracdo de 4 % (p/v) e
gel de separacdo a 12,5 %. A amostra do material liofilizado foi dissolvido em 1% (p/v) de SDS
chegando a uma concentracdo de 2 mg/mL e adicionou-se em igual volume o tamp&o amostra
(0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 contendo SDS 4 % (p/v), glicerol 20 % (v/v)) com 10 % (v/v) beta-
mercaptoetanol; em uma proporc¢édo de 1:4 (v/v). A seguir, 25 pL das amostras foram aqueci-
das a 100°C por 10 minutos em um banho (IKA® Works 144 Inc., China) e colocadas no gel de
policrilamida e submetidas ao sistema de eletroforese (15 mA/ gel) vertical (Vertical Electrop-
horesis System Bio-Rad 143 Laboratories, Inc.). Entdo, o gel foi corado com Azul de Coomas-
sie 0,05% (p/v) em 15% de metanol (v/v) e 5% (v/v) de acido acético durante 10 minutos e des-
corado com uma solucdo de 30% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de &cido acético durante 12h. O
colageno bovino tipo | (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) foi preparado seguindo o procedi-
mento similar das amostras e 10 pl dele foi usado como coldgeno padrdao. Marcadores de alto
peso molecular (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) foram usados para estimar

0 peso molecular das proteinas.

2.6 Espectrofotometria de Infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

Foi aplicada a amostra liofilizada ASC utilizando espectrofotometro FTIR (Cary 630 Agi-
lent Technologies). Os sinais foram automaticamente coletados em uma faixa de 4000 — 400
cm™ a uma resolucgdo de 2cm™ comparados com um espectro de fundo coletado da célula vazia

limpa.
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2.7 Solubilidade dos colagenos obtidos em diferentes valores e concentracdes de pH e NaCl

A solubilidade do colageno foi realizada pelo método de Montero, Jiménez-Colmenero e
Borderias (1991) com algumas modificacGes. As amostras ASC em uma concentracdo final de
3 mg/ml, foram dissolvidas em solucéo de &cido acético 0,5 M, das quais 8 ml da solugéo do co-
lageno amostra foi colocada em tubo de centrifugacdo em pH ajustado de 1,0 — 12,0 com solu-
cao de NaOH 6M e uma solucdo de HCL 6M. Essas solugdes foram homogeneizadas durante
24h e posteriormente centrifugadas a 11,000 rpm por 1h a 4 °C. Os sobrenadantes obtidos e co-
letados foram submetidos & medicdo da concentragdo de proteinas pelo método de Bradford
(1976), usando como padréo o soro de albumina bovina (BSA). O pH que apresentou maior so-
lubilidade foi considerado como a solubilidade relativa.

A solubilidade em diferentes concentracdes de NaCl foi realizada usando 5mL da solucéo de
colageno com uma concentra¢do final de 6 mg/mL e mais 5mL de 0%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10% e
12% (p/v) de uma solugdo de acido acético 0,5M com NaCl obtendo concentragdes finais de
0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5% e 6% (p/v) de NaCl. Essas solucdes foram homogeneizadas durante
60 minutos e posteriormente centrifugadas a 11,000 rpm por 60 minutos a 4 °C. A concentragédo
de proteinas foi medida pelo mesmo método usado para a solubilidade em pH e a concentragéo

de NaCl que apresentou maior solubilidade foi considerada como a solubilidade relativa.

2.8 Determinacdo da temperatura de desnaturacao

A temperatura de desnaturacdo (Td) foi determinada segundo a metodologia de Zhu e Kimu-
ra (1991), com algumas modificagdes. Foi utilizado um viscosimetro (Brookfield. Modelo DV-
I) em cujo recipiente foi adicionada uma solugdo de 6mL de colageno em uma concentragdo de
1mg/mL. As amostras foram aquecidas de 20 °C até 60 °C em uma faixa de 1 °C/min. A tempe-
ratura de desnaturacdo foi determinada pela viscosidade fracionada em 0,5 sendo considerada
como a temperatura de desnaturacdo (Muyonga et al., 2004). A viscosidade fracionada foi de-
terminada mediante a formula:

Viscosidade fracionada= [(£2/C)-(e3/C)]/ [(¢1/C)-(3/C)]
Onde, C= concentracdo de colageno(mg/ml), el=viscosidade na temperatura minima,

g2=viscosidade & temperatura medida e, €3= viscosidade a tempertaura maxima

2.9 Analises estatisticas
As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata e expressas em média + desvio

padréo.
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3. Resultados e discusséo
3.1 Composicao centesimal

Os valores obtidos de proteinas, umidade e lipideos da pele do pirarucu (Tabela 1) apresen-
taram uma variacdo consideravel em comparacdo com os dados obtidos da pele da tilapia reali-
zada por Alfaro et al. (2013). O valor médio do teor proteico encontrada na pele de pirarucu foi
superior ao obtido na pele da tilapia (21,30%) (Muyonga et al., 2004; Alfaro et al., 2013) o qual
mostra que é uma fonte potencial de coldgeno; quanto ao conteddo de umidade foi inferior ao
encontrado na pele de tilapia (72,6%) o que faz supor que o método de congelamento utilizado
para conservar a pele de pirarucu no frigorifico pode ter afetado as estruturas proteicas ocasio-

nando perda de umidade durante o descongelamento (FAO, 1999).

Tabela 1: Valores médios (%) da composicao centesimal da pele de pirarucu in natura.

Regido da pele Umidade Cinza Lipideos Proteina  Carboidratos

Ventre 59,55+0,26 0,20+0,01 17,72+0,19 21,92+0,71 0,61
Lombo 53,64+0,67 0,16+0,01 21,03+0,73 22,20+1,17 2,97
Cauda 47,64+0,26 0,20+0,02 19,27+0,66 31,43+2,73 1,46
Meédia 53,61 0,18 19,34 25,18 1,68

Também foi observado um alto contetdo de lipideos (19,34%) em comparacdo ao reportado
por Alfaro et al. (2013) com valores de 3,85% para a pele da tilapia; isso pode ser devido a for-
ma como foi retirada a pele do peixe sendo um ito importante essa etapa para que nas etapas
posteriores os lipideos ndo possam interferir na penetracdo das solucGes e no tempo de contato
com a pele durante o processo de extracdo do coldgeno. Outro fator importante a mencionar é
que esse conteudo de lipideos pode ser devido ao tamanho da espécie (Arapaima gigas) utiliza-
da para extrair o colageno, porque foi observado que o conteudo de lipideos, dentre outros fato-
res, varia com o tamanho do individuo (FAO, 1999). Também sabe-se que o cheiro peculiar que
apresentam as peles de peixe estd associado ao teor de lipideos e devido a presenca de compo-
nentes nitrogenados e ao conteudo elevado de &cidos graxos insaturados (Grossman; Bergman,
1992).
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3.2 Rendimento do colageno

Neste este trabalho a extracdo do colageno a partir de uma espécie tropical e emblematica da
Bacia Amazonica, o Arapaima gigas, foi realizada a 20 °C com base que as espécies de aguas
tropicais possuem maior temperatura de desnaturacdo do coldgeno em comparacdo com aquelas
de aguas temperadas (Takahashi e Yokoyama, 1954). O presente trabalho mostrou que € possi-
vel obter colageno acido soltvel (ASC) da pele de Arapaima gigas nas condi¢fes de extragcdo
utilizadas com um rendimento de 27,74%.

As condicdes de extragdo utilizadas sugerem ser uma alternativa para obter colageno da pele
do pirarucu, afirmando o sugerido por Liu et al. (2015) para Ctenopharyngodon idella (carpa
capim) outra espécie de aguas tropicais, o qual nesse caso teve um bom rendimento de colageno
utilizando a mesma combinacédo, temperatura e concentracdo de solucdes, permanecendo assim
a estrutura integral do colageno. O fato de ndo ter obtido um maior rendimento pode ser devido
as moléculas de colageno que permaneceram unidas através de ligacGes covalentes cruzadas
sendo as responsaveis pela insolubilidade da proteina no &cido acético (Foegeding et al., 1996)
sendo causada pelos parametros operacionais utilizados durante o processo de extragdo do cola-
geno para a pele de pirarucu, pois o rendimento obtido para cada tipo de espécie pode estar de-
terminado pelo tempo, temperatura e concentracfes das solucBes utilizadas para o processo de

extracdo, o qual é percebido no rendimento final da extracdo (Liu et al.,2015).

Foram encontradas nas peles de outras espécies valores de rendimento de colageno similares
e diferentes ao encontrado no pirarucu, com valores de 22% para Oreochromic niloticus (Sujith-
ra et al., 2013), 41,3% para Cyprinus carpio (Duan et al., 2009), 51,4% para Lateolabrax japo-
nicus (Nagai e Suzuki, 2000) e 50 — 60 % para Odonus niger (Muralidharan et al., 2013).

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Varios autores tem reportado o colageno nativo como um heteropolimero com peso molecu-
lar de aproximadamente 300 kDa, apresentando duas bandas proteicas claramente diferenciadas
e proximas entre si (Sugiyama et al., 1989). Na Figura 1 mostra-se o padrdo eletroforético do
marcador de elevado peso molecular (M), do colageno tipo | padrdo bovino comercial (1) e do
ASC (2) da pele de Arapaima gigas. A amostra apresentou duas cadeias o em posi¢ées proximas
(ol e a2) as quais ttm uma massa molecular entre 100 e 120 kDa e, as subunidades § e y com

uma massa molecular acima de 200 kDa , podendo ser observado um padrdo similar entre as
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bandas do ASC da amostra (2) e o colédgeno padrao bovino tipo 1(1), caracteristicas de colageno
tipo I, reportado por Badii e Howell (2003).

Figura 1. Eletroforese em gel de policrilamida. M: Marcador de elevado peso molecular; 1: co-

lageno tipo | padrao bovino comercial; 2: ASC da pele de Arapaima gigas.
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3.4. Espectrofotometria de Infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

A precisdo da técnica FTIR para analisar a estrutura quimica das amostras ajudou detectar as
vibracGes dos grupos funcionais presentes, cujas ligacdes e grupos de ligacdes tendem a vibrar nas
frequéncias caracteristicas no momento de absorver uma radiacdo infravermelha em um ndmero de
onda especifico (cm™) (Haris — Severcan, 1999) representando esses espectros a assinatura molecu-
lar da amostra (Vidal e Mello, 2011) podendo conferir assim a sua integridade e pureza o qual foi
preservada durante sua extracao.

Os picos de absorcéo a 3307cm™ e 3077 cm™ sdo caracteristicas tipicas das bandas de amida
A e amida B (Doyle et al., 1975) podendo ser observada a amida A na amostra ASC em 3307 cm
mostrando sua associa¢do com as vibracOes de estiramento N-H com existéncia de bandas de hidro-
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génio (Doyle et al., 1975). As bandas amida A sdo bastantes parecidas com o colageno padrao bo-
vino reportado por Kittiphattanabawon et al. (2015) com um valor de 3296 cm™. Segundo Doyle et
al., (1975) essas vibractes de estiramento N-H livre acontecem usualmente na faixa de 3400 a 3440
cm™ mas quando o grupo NH dos peptideos esta envolvido nas bandas hidrogenadas, a posicao se
traslada em menores frequéncias, ao redor de 3300 cm™ (Tabela 2 e Fig 2); a partir desse enuncia-
do, pode-se indicar que muitos dos grupos NH do colageno ASC foram envolvidos nas ligagdes hi-
drogénio. As bandas de amido B do colageno foram observadas em 2953 cm™ o que esta relaciona-
do com o reportado pelo estiramento assimétrico do CH> (Muyonga et al., 2004; Kittiphattana-
bawon et al., 2015) e com valores parecidos ao reportado por Kittiphattanabawon et al. (2015) para
0 colageno padrdo bovino, com um valor de 2933 cm™. As diferencas nos nimeros de onda e am-
plitude das amidas A e B do ASC comparadas com o colageno padrdo bovino reportado por Kit-
tiphattanabawon et al. (2015), indicam que a estrutura secundaria de ambos colagenos pode ser dife-
rente em algumas extensdes. As bandas de amida I sdo frequentes na faixa de 1750 a 1600 cm™ e
associadas principalmente as vibrac6es de estiramento do grupo carbonila (bandas C=0) ao longo
da cadeia polipeptidica (Payne e Veis, 1988) sendo marcador sensivel da estrutura secundaria pepti-
dica (Surewicz e Mantsch, 1988) que ao mesmo tempo sua estrutura multipla que apresenta é devi-
do a heterogeneidade dos seus grupos peptideos C=0 na tripla hélice influenciando no perfil espec-
tral da banda de Amido I (Lazarev et al., 1985). Para o ASC obtido a banda amida | foi observada a
1704 cm ficando por dentro do reportado por Payne e Veis (1988). As bandas Amido Il e Il na
faixa de 1621 e 1321 cm™ respectivamente, sdo resultado das vibraces das ligacdes N-H e estira-

mentos C-H, respectivamente (Payne e Veis, 1988).

Figura 2. Analises de FTIR do ASC a partir da pele de Arapaima gigas
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Tabela 2: Locacdo dos principais picos espectrais do colageno obtido a partir da pele de Arapaima
gigas.

@Pele de Arapaima gigas Regido
3307 Amida A. Vibrages de estiramento N-H com de bandas de hidrogénio
2953 Amida B. Vibracdo de estiramento N-H
1704 Amida I. Vibragdo, estiramento da carbonila C=0
1621 Amida I1. Vibragdo em carbonilas C=0, ligagdes N-H
1321 Amida Ill. Vibraco de estiramentos C-H

2 Pico do numero de onda (cmY).

Segundo Jackson e Mantsch (1995) picos de absorgdo proximos a 1633 cm™ néo € porque o
colageno sofreu desnaturacéo, sendo que na faixa de 1850-1628cm™ é considerada uma regido ca-
racteristica na absorcdo de carbonilas de ligacdo dupla carbono—oxigénio dando um pico forte den-
tro dessa faixa devido a concentracdo da hidroxiprolina (Silverstein et al., 1979; Lazarev et al.,
1985) o qual pode ser percebido na Figura 2. A presenca das pontes de hidrogénio formadas pelas
moléculas de agua e as moléculas do colageno, sdo causantes de modificacdes nos espectros de
FITR (Susi et al., 1971) e exemplo disso é a intensidade do pico amida B (estiramentos NH) apre-

sentando mudangas mais pronunciadas na regido amida 11 (1621 cm™).

A estabilidade da estrutura da tripla hélice do colageno foi determinada mediante o célculo
do radio de absorgéo entre 0 Amida 1l e 1454 cm™; sendo o valor obtido proximo a 1 (Liu et al.,

2015) o qual significa que a estrutura molecular do ASC da pele de pirarucu permaneceu estavel.

3.5 Solubilidade dos colagenos em diferentes valores e concentracdes de pH e NaCl

O comportamento do colageno e o efeito de diferentes valores de pH e concentracGes de
NaCl, estdo mostrados nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Quanto a solubilidade em pH o ASC do
presente estudo mostrou uma maior solubilidade em valores de pH proximos a 2 até 4 com uma
méaxima no pH 3, pois geralmente os coldgenos sdo mais solUveis em valores acidos de pH (Foege-
ding et al., 1996) e, uma menor (préximo ao 50%) abaixo de pH 2 e a partir do pH 7, mostrando que
em valores inferiores ou superiores ao seu ponto isoelétrico (PI) a carga neta das moléculas da pro-
teina aumenta e consequentemente sua solubilidade aumenta pela forca repulsiva entre as cadeias

resultantes no incremento de solubilidade das proteinas (\Vojdani, 1996).

Essa diminuicdo de solubilidade deve-se que o colageno atingiu o seu ponto isoelétrico ou
seja nesse valor de pH a solubilidade da proteina € quase nula, e tudo isso mostrou como a solubili-

dade do ASC do Arapaima gigas diminuiu drasticamente entre valores de pH 7-10 o qual mostra
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que a proteina foi precipitada nessa faixa de pH tornando-a ndo soluvel (Foegeding et al., 1996;
Jongjareonrak et al., 2005a).

Figura 3. Solubilidade relativa do colageno ASC do Arapaima gigas em diferentes valores de pH.
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Na Figura 4 observa-se o efeito de diferentes concentracdes de NaCl na solubilidade do
ASC obtido. Inicialmente constata-se que a solubilidade dos colagenos comeca a precipitar-se uma
vez que se aumenta a porcentagem de sal. O decréssimo a partir do 1% de NaCl é algo drastico.
Quando a concentracdo de NaCl atinge o 3% o ASC apresenta uma perda de solubilidade de
45,68% e proximos de 4% de NaCl a perde quase toda. Essa diminui¢do da solubilidade do cola-
geno é evidenciado conforme exista 0 aumento dos valores de sais (Asghar e Henrickson, 1982)
mostrando que o colageno ndo é muito toleravel ao sal perdendo mais de 50% da solubilidade apar-
tir de concentragdes de 3% de NaCl, atingindo a sua menor solubilidade apartir de 4% de NaCl. Es-
se resultado afirma o reportado por Vojdani (1996) explicando que o aumento nas forgas ionicas
causa uma reducdo na solubilidade da proteina devido as interacfes hidrofobicas entre as cadeias
proteicas, incrementando assim competicdo de sais pela &gua com os ion de sais, levando a precipi-
tacdo da proteina. Segundo a fonte de obtencdo do colageno as propriedades moleculares do cola-
geno pode variar; por exemplo, colagenos ASC sdo mais susceptiveis a uma rapida perda de solubi-
lidade em maiores concentra¢Ges de NaCl, diferentes dos colagenos PSC os quais devido a pepsina,
sdo os que promovem a hidrdlise nas zonas de maior entrecruzamentos entre as moléculas de alto

peso molecular (Singh et al., 2011).
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Figura 4. Solubilidade relativa do colageno ASC do Arapaima gigas a diferentes concentragdes de
NaCl.
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3.6 Temperatura de desnaturacao

A temperatura de desnaturacdo (Td) foi considerada aquela onde a viscosidade fracional foi
0,5. A figura 5 apresenta a temperatura de desnaturacdo do ASC obtido no presente trabalho, sendo
38,1 °C a temperatura de desnaturag&o.

Figura 5. Temperatura de desnaturacdo do ASC de Arapaima gigas .
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Sabe-se que a estabilidade térmica do colageno esta relacionada ao habitat e temperatura do
corpo (Rigby, 1968) da mesma forma a temperatura de desnaturagdo (Td) de uma mesma espécie
pode ser apresentada com pequenas variagdes devido ao método utilizado para medir essa Td (Tan-
Chang, 2018). Portanto a Td do colageno de peixes de aguas temperadas sera sempre menor que 0s
peixes de aguas tropicais (Takahashi e Yokoyama, 1954). Desde anos anteriores autores como
Wong (1989) afirmam que a aplicacdo de elevadas temperaturas de aquecimento no colageno causa

a quebra das pontes de hidrogénio e ligagdes intermoleculares e como resultado, a sua estrutura de
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tripla hélice é mudada, hidrolisada, desnaturada, ou seja, torna-se gelatina. Essas mudancas sao ob-
servadas na alteracdo das suas propriedade fisicas, como a viscosidade (Shahiri et al., 2012) e isso
foi observado no ASC de Arapaima gigas. Assim, a Td do colageno esta definida como a tempera-
tura na qual a viscosidade é parcialmente alterada.

Valores de Td também foram encontradas em outras espécies comparadas com a Td do co-
lageno porcino (37°C) (Nagai, 2000), com valores de 32°C para Oreochromic niloticus (Sujithra et
al., 2013), 28°C para Cyprinus carpio (Duan et al., 2009), 24,6°C para Theragra chalcogramma
(Yan et al., 2008), 25,6°C para (Scomber japonicus) (Nagai e Suzuki, 2000) e 28°C para Odonus
niger (Muralidharan et al., 2013).

4. Concluséo

Foi possivel obter colageno a partir da pele de pirarucu em uma temperatura pouco comum
de extracdo. A aplicacdo de 20°C em todo o0 processo de extracdo mostrou que é possivel obter co-
lageno (ASC) a partir da pele de pirarucu com caracterizages fisicas e quimicas proprias do coléa-
geno do tipo I. Com o ASC obtido da pele de pirarucu é preciso afirmar que todo o processo de ex-
tracdo utilizado torna-se uma boa alternativa para obter colageno com uma estrutura molecular es-
tavel o qual pode ser aplicado em diferentes processos indudstriais em pequenas ou grandes escalas
criando capital econdmico e novos produtos a partir de subprodutos ou residuos obtidos do proces-
samente do pescado. Recomenda-se continuar na procura das condi¢des étimas de extracdo do cola-
geno de pirarucu com a finalidade de obter os maiores rendimentos possiveis mantendo uma estru-

tura molecular estavel.
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