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Resumo Residuos do processamento de pescado
sdo fontes potenciais de biomoléculas proteicas de
interesse  industrial, tais como  enzimas
(colagenases, tripsina, quimotripsina e pepsina, por
exemplo) e colageno. O colageno é uma proteina
fibrosa de alto valor comercial. A maioria dos que
foram isolados s&o de vertebrados, contudo,
também ja foram detectados em invertebrados
marinhos como: medusas, lulas, pepinos-do-mar,
corais, anémonas-do-mar, entre outros.
Atualmente, foram identificados 29 tipos distintos
de familia de colageno em mamiferos, subdividos
em tipos fibrilares e colagenos ndo fibrilares. O
colageno do Tipo | é o mais abundante em peixes
de &gua doce e marinhos, sendo extraido da pele,
escamas, barbatanas, bexiga natatéria, 0SS0,
espinha e masculos e é amplamente utilizado para
a area de engenharia de tecidos. Vérias etapas sao
necessarias para o isolamento do colageno a partir
de fontes aquaticas. O pré-tratamento visa a
remocao de sujidades e a separacdo de moléculas
ndo colagenosas. O método de extragdo empregado
dependerd do objetivo do isolamento, comumente
sendo utilizados os métodos acido-soltvel (ASC) e
0 pepsina-soltvel (PSC), ou uma combinagao
deles. Assim, esta revisdo visa elencar as principais
caracteristicas do coldgeno e sua aplicacdo
industrial, com énfase na producdo de peptideos
bioativos para aplicagdes alimenticias, clinicas e
farmacéuticas, além da aplicacdo na producdo de
biomateriais.

Palavras-chave: acido-sollvel,
biopolimero, pescado, pepsina-solvel.
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Abstract Residues from fish processing are
potential sources of protein biomolecules of
industrial interest, such as enzymes (collagenases,
trypsin, chymotrypsin and pepsin, for example)
and collagen. Collagen is a fibrous protein of high
commercial value. Most of the isolates are from
vertebrates, however, and have also been detected
in marine invertebrates such as: jellyfish, squids,
sea cucumbers, corals, sea anemones, among
others. Currently, 29 distinct types of collagen
family have been identified in mammals,
subdivided into fibrillary types and non-fibrillar
collagens. Type I collagen is the most abundant in
freshwater and marine fish, being extracted from
the skin, scales, fins, swimming bladder, bones,
spine and fish muscles, and is widely used in the
field of tissue engineering. Several steps are
required for the isolation of collagen from aquatic
sources. The pre-treatment aims at the removal of
soils and the separation of non-collagenous
molecules. The method of extraction used will
depend on the objective of the isolation, commonly
using the methods acid-soluble (ASC) and pepsin-
soluble (PSC), or a combination of them. Thus,
this review ellipses the main characteristics of
collagen and emphasizes its industrial application,
with emphasis on the production of bioactive
peptides for food, clinical and pharmaceutical
applications, as well as the application in the
production of biomaterials.
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Introducéo

O pescado é considerado um produto valioso por conter elevado teor de proteina bruta de alta
qualidade e que s&o facilmente digeridas (Cho, Jin, Rha, Kim & Hwang, 2014), por apresentar todos 0s
aminoacidos e gorduras essenciais (por exemplo, acidos graxos de cadeia longa), vitaminas (D, A e B) e
minerais (incluindo célcio, iodo, zinco, ferro e selénio), particularmente se consumido inteiro (FAO,
2016). Em paralelo ao aumento do consumo de pescado se tem uma variedade de residuos sélidos gerados
pela indUstria de processamento, tais como cabeca, cauda, escamas, barbatanas, bexiga natatoria,
cartilagens, visceras e pele (Oliveira et al., 2017a; 2017b), representando mais de 50% do peso do animal
e se tornando um prejuizo ambiental e econdémico quando descartado inadequadamente (Ferraro, Anton &
Santé-Lhoutellier, 2016). Assim, o aproveitamento destes residuos surge a alternativa para extracao de
biomoléculas, como colageno, colagenases, pepsina, tripsina, quimotripsina (Masilamani, Madhan,
Shanmugam, Palanivel & Narayan, 2016; Oliveira et al., 2017a; 2017b).

O colageno é um produto de alto valor e tem sido fonte de investigacdo para uso industrial devido a
sua abundancia no tecido animal (bovinos, suinos, caprinos, ovinos, peixes, anfibios, entre outros) (Fauzi,
Lokanathan, Aminuddin, Ruszymah & Chowdhury, 2016; Masilamani, Madhan, Shanmugam, Palanivel
& Narayan, 2016; Krishnamoorthi, Ramasamy, Shanmugam & Shanmugam, 2017). Dentre os varios
organismos utilizados para obtencdo de colageno destacam-se 0s peixes, especialmente devido a sua
disponibilidade, auséncia de risco de transmissdo de doengas, barreiras religiosas, alto rendimento no
processo de extragdo e auséncia de toxicidade (Senaratne, Park & Kim, 2006; Krishnamoorthi,
Ramasamy, Shanmugam & Shanmugam 2017).

Os diferentes tipos de colageno diferem em termos de organizacdo molecular, estabilidade,
elasticidade, antigenicidade e imunogenicidade, afetando na funcionalidade do tecido manipulado (Lynn,
Yannas & Bonfield, 2004; Gémez-Guillén, Giménez, Ldpez-Caballero & Montero, 2011; Chang &
Buehler, 2014; Fauzi, Lokanathan, Aminuddin, Ruszymah & Chowdhury, 2016; An, Lin & Brodsky,
2016; Ferraro, Anton & Santé-Lhoutellier, 2016; Elango et al., 2017). Diante a introdutéria acima, esta
revisdo elenca as principais caracteristicas do colageno e da énfase a sua aplicacdo industrial na producgéo
de peptideos bioativos.

Estrutura do Colageno

O colageno, a mais abundante proteina de mamiferos, representa cerca de 20-30% do total de
proteinas corporais (Zeugolis & Raghunath, 2011) e constitui o principal elemento estrutural de 6rgaos e
tecidos de vertebrados (Senaratne, Park & Kim, 2006; Uitto, Chu, Gallo & Eisen, 2008; Gelse, Péschl &
Aigner, 2003; Chung & Uitto, 2010). J4 tendo sido detectado em invertebrados, como medusas, lulas,
pepinos-do-mar, corais e anémonas-do-mar (Zeugolis & Raghunath, 2011; Siddiqui et al., 2013;
Jankangram, Chooluck & Pomthong, 2016).

As fibrilas de colageno sdo formadas pela polimerizagdo de unidades moleculares alongadas
denominadas tropocolageno, consistindo em trés subunidades (cadeias polipeptidicas) arranjadas em
triplice hélice (Junqueira & Carneiro, 2013), unidas por pontes de hidrogénio (Gelse, Péschl & Ainger,
2003; Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli, 2012). A influéncia na estabilizagdo da hélice de colageno é
também devido a pequenas interagdes quimicas, tais como: Van der Waals, hidrofdbica e eletrostatica
(Prestes, 2013). Todos os membros da familia tem uma sequéncia repetitiva, nomeadamente a [Gly-X-
Y]n. A posigdo X é comumente ocupada por prolina (Pro), enquanto a posi¢do Y é muitas vezes ocupada
por hidroxiprolina (Hyp). Esta Gltima representa uma modificacdo pos-traducional. O residuo de glicina é
pré-requisito estrutural para a tripla hélice (Gelse, Péschl & Ainger, 2003; Daboor, Budge, Ghaly, Brooks
& Dave, 2010; Zeugolis & Raghunath, 2011; Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli, 2012).

Tipos e Distribuicéo Tecidual

Até o presente momento, foram identificados 29 tipos genéticos distintos de colageno, muitos dos
guais com caracteristicas Unicas e alguns com caracteristicas inter-relacionadas; contudo, todos sendo
formados por subunidades polipeptidicas designadas de cadeias (Chung & Uitto, 2010; Zeugolis &
Raghunath, 2011; Fauzi, Lokanathan, Aminuddin, Ruszymah & Chowdhury, 2016). Nove deles séo
frequentemente disponiveis, incluindo os colagenos dos Tipos I, I, 11, 1V, V, VII, IX, XI e XII (Fauzi,
Lokanathan, Aminuddin, Ruszymah & Chowdhury, 2016) e podem ser dividido em tipos fibrilares e
colagenos ndo fibrilares. Os tipos fibrilares I, 11 e 111 formam fibrilas de colageno tipicas com uma
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periodicidade axial de 67 nm e sdo os colagenos mais abundantes (An, Lin & Brodsky, 2016). A Tabela 1
ilustra os tipos e a distribuicéo tecidual do coldgeno no organismo de mamiferos.

Tabela 1 Principais tipos de colageno e distribuigdo tecidual.

Tipo  Composi¢do molecular Distribuicao tecidual

Colageno formadores de fibrilas

I [a1(D]2a2(I) Pele, tenddo, 0sso, dentina.

I [al(ID]s Cartilagem, corpo vitreo, ndcleo pulposo.

i [a1(IIT)]3 Pele, parede dos vasos, fibras reticulares da maioria dos tecidos.

\% al(V), 02(V), a3(V) Pulmdo, cdrnea, 0ssos, tecidos fetais; juntamente com o colageno tipo I.
Xl al(XT) 2(XDa3(XI) Cartilagem, corpo vitreo.

Colageno da membrana basal
v [a1(IV)]20(IV); al— a6 Membranas basais.

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

Fibrilas de ancoragem
VI [al(VID)]s Pele, juncdes epidérmicas, cérvix.

Colagenos formadores de rede hexagonal

VIl [al(VIID)]202(VIII) Células endoteliais.

X [a3(X)]s Cartilagem hipertrofica.

Coléagenos FACIT

IX al(IX)o2(IX)a3(IX) Cartilagem, humor vitreo, cérnea.

Xl [a1(XID)]s Pericdndrio, ligamentos, tenddes.

XV [al(XIV)]s Derme, tenddo, da parede do vaso, placenta, pulmdes, figado.
XIX [al(XIX)]s Rabdomiossarcoma humano.

XX [al(XX)]s Epitélio da cornea, pele embrionéria, cartilagem esternal, tend&o.
XXI [al(XXI)]s Parede de vasos sanguineos.

Coléagenos transmembranares

X1 [a1(XIID)]s Epiderme, endomisio, intestino, condrécitos, pulmdes, figado.
XVII [ol(XVID]s Juncdes derme-epidérmicas.

Multiplexin

XV [al(XV)]3 Fibroblastos, células musculares lisas, rim, pancreas.

XVI [al(XV]D)]s Fibroblastos, queratindcitos.

XVII [al(XVII)]s Pulm@es, figado, timo, musculo, intestino, pele.

Fonte: Adaptado de Gelse, Péschl & Aigner (2003).

O colageno do Tipo | é o biopolimero mais abundante no corpo de mamiferos, sendo vastamente
utilizadas na &rea de engenharia de tecidos para producdo de biomateriais devido a sua excelente
biocompatibilidade e propriedades biodegradaveis, ajudando a compor ossos, dentina, tend@es, capsulas
de ¢drgdos, cOrnea, vasos sanguineos e derme, além de desempenharem um papel importante na
morfogénese e no metabolismo celular de novos tecidos, conferindo propriedades mecénicas e
bioguimicas (Myllyharju & Kivirikko, 2004; Séderhall et al., 2007; Uitto, Chu, Gallo & Eisen, 2008;
Chung & Uitto, 2010; Zeugolis & Raghunath, 2011; Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli, 2012;
Makareeva & Leikin, 2014).

O dominio central de cada uma das trés cadeias contém um segmento de repeticdo ininterrupta Gli-X-
Y abrangendo cerca de 1000 aminoacidos (Daboor, Budge, Ghaly, Brooks & Dave, 2010; Chung & Uitto,
2010; Junqueira & Carneiro, 2011; Makareeva & Leikin, 2014). O colégeno tipo | pode existir como
heterotrimero, ou seja, uma macromolécula constituida de trés cadeias polipeptidicas (duas al e uma a2)
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que estdo sob a forma helicoidal em sua porcdo central e nas extremidades aminica e carboxilica
permanecem na forma globular (Zeugolis & Raghunath, 2011; Prestes, 2013; An, Lin & Brodsky, 2016).
O colageno Tipo | € sintetizado como um precursor de procoladgeno, o qual é composto de um pro-
peptideo N-terminal, dominio de colageno central e de pro-peptideo C-terminal (Makareeva & Leikin,
2014). Em outros colagenos, como nos Tipos IV (o colageno da membrana basal) e VII (o colageno de
ancoragem das fibrilas), a sequéncia de repeticdes Gli-X-Y contém imperfei¢cfes que interrompem a
conformagdo em tripla hélice (Uitto, Chu, Gallo & Eisen, 2008; Chung & Uitto, 2010).

Os colagenos Tipos I, 11, 111, V, X, XXIV e XXVII alinham-se em grandes fibrilas extracelulares e séo
designados como colagenos formadores de fibrilas ou colagenos fibrilares (Zeugolis & Raghunath, 2011).
O coléageno Tipo IV € organizado em um entrelagamento dentro das membranas basais, enquanto o Tipo
VI forma microfibrilas distintas e o Tipo VII forma fibrilas de ancoragem (Olsen, 1995; Teruel, 1997;
Uitto, Chu, Gallo & Eisen, 2008; Chung & Uitto, 2010; ). Colagenos associados as fibrilas sdo estruturas
curtas que ligam as fibrilas de colageno umas as outras e 0s outros componentes da matriz extracelular,
pertencendo a este grupo os colagenos dos Tipos IX, XII, XIV, XIX, XX e XXI (Olsen, 1995; Teruel,
1997; Uitto, Chu, Gallo & Eisen, 2008; Chung & Uitto, 2010). O colageno do Tipo XXVIII ja foi
expresso no figado, timo, masculo, intestino e pele de espécies de peixes (Gebauer, Kobbe, Paulsson &
Wagener, 2015). A abundancia dos Tipos V e XI sdo baixas, mas eles sdo encontrados associados com 0s
Tipos | e I, no 0sso e na cartilagem, bem como em outros tecidos, com importante participacdo na fungéo
de resisténcia a tensdo (Daboor, Budge, Ghaly, Brooks & Dave, 2010; Junqueira & Carneiro, 2011).

A derme humana é composta por colagenos dos Tipos | e Ill associados em fibras extracelulares,
representando 80% e 10% do volume total de colageno, respectivamente. Outro coladgeno presente na pele
é o Tipo IV, presente na juncdo dermo-epidérmica e na membrana basal vascular. Em adi¢do a estes
grandes colagenos, a pele humana contém varios coldgenos menores que demonstram localizag¢do
espacialmente restringida, contudo desempenham um papel critico na estabilidade da pele. Um deles é
colageno Tipo VII, o principal, se ndo exclusivo, componente das fibrilas de ancoragem, que interage
com o colageno do tipo | (Chung & Uitto, 2010; Junqueira & Carneiro, 2013).

Em espécies de peixes marinhos e de dgua doce, o colageno do Tipo | pode ser isolado a partir da pele,
escamas, barbatanas, bexiga natatoria, 0ssos, espinha e masculos (Liu, Liang, Regenstein & Zhou, 2012;
Muralidharan, Shakila, Sukumar & Jeyasekaran, 2013; Di, Chang-Feng, Bin, Guo-Fang & Zhong-Rui,
2014; Kozlowska, Sionkowska, Skopinska-Wisniewska & Piechowicz, 2015; Tang et al., 2015; Chen et
al., 2016a; 2016b; Krishnamoorthi, Ramasamy, Shanmugam & Shanmugam, 2017; Pal & Suresh, 2017).
Coléageno do Tipo | extraido de pés de aves, pele bovina, pele do sapo, pele suina e pele de tubardo
diferem quanto a composicao de aminoacidos. O colageno das aves apresentar uma maior concentragdo
de &cido glutdmico (Glu) e &cido aspértico (Asp), enquanto que o coladgeno da pele de tubardo possui
menor quantidade de acido aspértico e hidroxiprolina (Hyp) (Lin & Liu, 2006).

Extracdo e Rendimento

O colageno pode ser isolado através de diferentes métodos de extracdo (sal neutro ou alcalino, &cido
acético, acido propidnico e enzimatico), embora a predilecdo seja pelos métodos &cido e enzimatico
(Zeugolis & Raghunath, 2011; Masilamani, Madhan, Shanmugam, Palanivel & Narayan, 2016;
Krishnamoorthi, Ramasamy, Shanmugam & Shanmugam, 2017) ou uma combinacdo desses para fins de
aumentar a eficacia da extracdo, e com isso, um ganho maior no rendimento final (Muralidharan, Shakila,
Sukumar & Jeyasekaran, 2013; Fauzi, Lokanathan, Aminuddin, Ruszymah & Chowdhury, 2016).

A extracdo &cida e alcalina é mais laboriosa, ao requerer temperaturas mais elevadas (até 75°C), além
de longos periodos; enquanto gque a 4cida e enzimatica é caracterizada por um periodo extensivo para
obter colagenos (até 192 h) e varios reagentes quimicos, tais como NaOH, &cido acético, pepsina e NaCl
(Huang, Kuo, Wu & Tsai, 2016). O objetivo do pré-tratamento é remover gordura, célcio e 0 maximo de
impurezas sem que haja desnaturacdo proteica. A purificacdo pode ser realizada através de precipitagdo
salina, didlise e métodos cromatograficos (Zeugolis & Raghunath, 2011). Os métodos de extracdo podem
vir a ser também de certo custo e, por vezes, prejudiciais ao meio ambiente (Huang, Kuo, Wu & Tsali,
2016). As Figuras 1 e 2 ilustram um fluxograma de extracdo de colageno de tucunaré Cichla ocellaris e a
remocao de pele e escamas para posterior processo de pré-tratamento, respectivamente.

Vérias espécies de peixes j& foram objeto de extracdo de colageno, tais como Nemipterus hexodon
(Nalinanon, Benjakul, Kishimura & Osako, 2011), Pangasianodon hypophthalmus (Singh, Benjakul,
Magsood & Kishimura, 2011), Evenchelys macrura (Veerurajet al., 2013), Lates niloticus (Muyonga,
Cole & Duodu, 2004), Raja kenojei (Hwang, Mizuta, Yokoyama & Yoshinaka, 2007), Paralichthys
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olivaceus, Sebastes schlegeli, Lateolabrax maculatus e Pagrus major (Cho, Jin, Rha, Kim & Hwang,
2014), Doryteuthis singhalensis (Veeruraj et al., 2015), Esox lucius (Kozlowska, Sionkowska, Skopinska-
Wisniewska & Piechowicz, 2015) e de Sepia pharaonis (Krishnamoorthi, Ramasamy, Shanmugam &
Shanmugam, 2017).

NaOH 0,1M, H,0; 3% e alcool butilico 10%

Pré-tratamento

Remocgdo de proteinas solliveis
Brangueamento
Remocg&o de gorduras

Extracdo

A 4

‘ Pepsina comercial 1% (p/p) (PSC) por 30 horas a 4°C (1:20 enzima:pele) ‘

'
‘ Centrifugagéo a 20.000 x g 30 mina 4°C ‘

‘ Adicao de NaCl para dar uma concentracao final de 0,9 M ‘

‘ Precipitacdo por NaCl até a concgntrar;éo final de 2,5 M em 1,5 M de Tris-HCI pH 8,8 ‘
'
‘ Repouso durante a noite e centrifugagao a 20.000 xg durante 60 min ‘
¥
Rendimento (%) = ‘ Dissolugéo em 10 volumes de acido acético 0,5 M ‘
(M/M0) x 100, onde M & !
o0 peso de colageno ‘ Dialise com acido acético 0,1 M e agua destilada. ‘
liofilizado (g), e MO é 0 l
peso da escala utiizada | Colageno solivel em acido (CPS)
seca (g).

Figura 1 Fluxograma de extracdo de colageno de pele de peixe por método pepsino-solivel. Adaptado de Singh,
Benjakul, Magsood & Kishimura (2011).
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Colageno

Escamas
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Hidrolise enzimatica
(proteases)

Peptideos Bioativos de Colageno

Figura 2 Retirada da pele e escamas de tucunaré Cichla ocellaris para etapas de pré-tratamento. Fonte: Acervo
pessoal.
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A Tabela 2 descreve o método de extracdo e rendimento do coldgeno de peixes. O rendimento de
extracdo e recuperacdo de colageno pode variar de acordo com a espécie devido as diferentes ligagdes
cruzadas de fibrilas de coldgeno (Senaratne, Park & Kim, 2006; Kaewdang, Benjakul, Kaewmanee &
Kishimura, 2014), oscilando entre 0,43% (Thuy et al., 2014) e 92,2% (Wang et al., 2007).

Tabela 2 Rendimento de extragdo de colageno de diferentes tecidos de peixes.

Espécies Tecido Método de Rendimento Referéncias
extracéo* (%)

Sebastes mentella Pele PSC 92,2 Wang et al. (2007)
Chiloscyllium punctatum Pele ASC 9,38 Kittiphattanabawon et al. (2010a)
Chiloscyllium punctatum Pele PSC 8,36 Kittiphattanabawon et al. (2010a)
Carcharhinus limbatus Cartilagem ASC 1,04 Kittiphattanabawon et al. (2010b)
Hypophthalmichthys nobilis Escama PSC 2,7 Liu et al. (2012)
Hypophthalmichthys nobilis Osso PSC 2,9 Liu et al. (2012)
Hypophthalmichthys nobilis Bexiga PSC 59,0 Liu et al. (2012)
Hypophthalmichthys nobilis Barbatanas PSC 51 Liu et al. (2012)
Rachycentron canadum Pele ASC 35,5 Zeng et al. (2012)
Rachycentron canadum Pele PSC 12,3 Zeng et al. (2012)
Istiophorus platypterus Pele PSC 2,11 Tamilmozhi et al. (2013)
Istiophorus platypterus Pele ASC 5,76 Tamilmozhi et al. (2013)
Lates calcarifer Pele ASC 15,8 Sinthusamran et al. (2013)
Lates calcarifer Bexiga ASC 28,5 Sinthusamran et al. (2013)
Mugil cephalis Escamas ASC 0,43 Thuy et al. (2014)
Katsuwonus pelamis Espinha ASC 2,47 Di et al. (2014)
Katsuwonus pelamis Crénio PSC 6,71 Di et al. (2014)
Thunnus albacares Bexiga ASC 1,07 Kaewdang et al. (2014)
Thunnus albacares Bexiga PSC 12,10 Kaewdang et al. (2014)
Saurida spp.(Japéo) Escama ASC 0,79 Thuy et al. (2014)
Saurida spp.(Vietham) Escama ASC 0,69 Thuy et al. (2014)
Mugil cephalis Escama ASC 0,43 Thuy et al. (2014)
Cypselurus melanurus Escama ASC 0,72 Thuy et al. (2014)
Dentex tumifrons Escama ASC 0,90 Thuy et al. (2014)
Brama australis Pele ASC 1,5 Sionkowska et al. (2015)
Doryteuthis singhalensis Pele ASC 56,80 Veeruraj et al. (2015)
Doryteuthis singhalensis Pele PSC 24,60 Veeruraj et al. (2015)
Oreochromis niloticus Pele PSC 21,8 Zhang et al. (2016)
Ictalurus punctatus Pele ASC 25,90 Zhang et al. (2016)
Ictalurus punctatus Pele PSC 28,80 Zhang et al. (2016)
Oreochromis niloticus Escama ASC 3,2 Chen et al. (2016a)
Cyprinus carpio Escama ASC 9,79 Bhagwat & Dandge (2016)
Catla catla Escama PSC 1,48 Pal & Suresh (2017)
Labeo rohita Escama ASC 2,7 Pal & Suresh (2017)
Labeo rohita Escama PSC 2,26 Pal & Suresh (2017)
Sepia pharaonis Pele ASC 1,66 Krishnamoorthi et al. (2017)
Sepia pharaonis Pele PSC 3,93 Krishnamoorthi et al. (2017)

*ASC - Método Acido-Soldvel. PSC - Método Pepsina-Soldvel.

O rendimento de extracdo dos colagenos pepsina-soluvel (PSC) ainda pode variar de acordo com a fonte
enzimatica, como reportada por Ahmad & Benjakul (2010) para Aluterus monocerous. Os autores obtiveram
rendimentos de 8,48% e 7,56% ao empregar pepsina de albacora e pepsina suina, respectivamente.
Combinacgdes entre métodos foram relatadas por Jamilah, Umi Hartina, Mat Hashim & Sazili (2013) para o
isolamento de colageno de Lates calcarifer. Os autores detectaram rendimentos de 8,1%, 43,6% e 44,0%
para extracBes utilizando acido, pepsina e papaina, respectivamente, sugerindo que além do &acido e da
pepsina, a papaina pode ser utilizada como alternativa no barateamento da producéo. Os dados apresentados
na Tabela 2 evidenciam a viabilidade do emprego de enzimas das proprias espécies aquéticas. Todavia, a
eficacia da pepsina na extragdo de coldgeno pode depender da espécie de peixe estudada, da composicéo e
configuracdo de colageno, e da quantidade e fontes da pepsina usadas (Di, Chang-Feng, Bin, Guo-Fang &
Zhong-Rui, 2014). Apés a etapa de extragdo e purificacdo, sdo realizadas analises fisico-quimicas para
avaliar a pureza do colageno, através de métodos que levem e confirmem a estrutura, a massa molecular e a
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solubilidade da proteina em questdo (Zeugolis & Raghunath, 2011; Krishnamoorthi, Ramasamy,
Shanmugam & Shanmugam 2017).

Hidroélise do Colageno

As fibrilas de colageno sdo insollveis na sua estrutura nativa, mas podem ser solubilizadas em solugéo
aquosa se forem desnaturadas para procolageno soltvel (Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli, 2012). A
tripla hélice de colageno nativo é altamente resistente a acdo da maioria das proteases. Entretanto, a acdo
da colagenase torna a molécula do colageno um alvo fécil para outras enzimas proteoliticas, uma vez que,
as células de tecido conjuntivo sintetizam uma série de proteases capazes de atuar sobre o colageno em
condicgdes fisiologicas. Este grupo de proteases incluem metalo, aspartico, cisteino e serino proteases,
como a quimotripsina e a tripsina (Teruel, 1997; Oliveira et al., 2017b).

Assim, para a preparacdo de peptideos, emprega-se a clivagem quimica utilizando brometo de
cianogénio como catalisador. Deste modo, enzimas com propriedades colagenoliticas, que apresentam
elevada atividade, especificidade e sdo estaveis, mostram-se as preferidas para a producdo desses
fragmentos (Teruel, 1997; Watanabe, 2004; Uesugi, Arima, Usuki, lwabuchi & Hatanaka, 2008).

As metalocolagenases desempenham um papel critico, dentre todos os tipos de colagenases, na
producdo destes peptideos, clivando todo colageno fibroso, de forma mais rapida nos Tipos | e Il1, do que
nos do Tipo Il. A acdo deste tipo de colagenase é dependente da conformacédo, sob a tripla hélice de
colageno em um local definido, entre os residuos de Gly-lle ou Gly-Leu ou ligacdes em todas as trés
cadeias peptidicas. Contudo, metalocolagenases apresentam pouca agdo no mesmo local em cadeias a
individuais. Essas colagenases ndo possuem efeito sobre a parte ndo fibrosa dos colagenos. A degradacdo
do colageno requer a acdo conjunta de colagenases verdadeiras e de pelo menos mais uma protease
(tripsina, quimotripsina, papaina, bromelina, entre outras) sobre os diferentes locais da molécula de
colageno (Teruel, 1997; Ferraro, Anton & Santé-Lhoutellier, 2016; Oliveira et al., 2017b).

A clivagem do colageno por colagenases leva a formacdo de peptideos. “Peptideos de colageno” é o
termo que designa os fragmentos formados a partir da hidrolise do colageno (Lima et al., 2013; Oliveira
et al.,, 2017a; 2017b). O termo “bioativo” é muitas vezes empregado a medida que esses fragmentos
acabam por apresentar propriedades bioldgicas que contribuem nas fungGes fisiologicas do organismo,
como ingestdo e absorcdo dos aminoacidos (Gomez-Guillén, Giménez, Lopez-Caballero & Montero,
2011; Choonpicharn, Jaturasitha, Rakariyatham, Suree & Niamsup, 2015; Jeevithan, Bao, Zhang, Hong &
Wu, 2015). Esses compostos bioativos tém sido referidos como sendo agentes eficazes no tratamento da
artrite e servindo de protecdo contra bactérias patogénicas. Esses peptideos tém sido administrados por
via oral como um pré-tratamento contra a osteoporose (Watanabe, 2004).

Colageno e Producédo de Peptideos Bioativos: Aplicacdes Industriais

Biopolimeros produzidos a partir do colageno tem sido utilizado na producdo de materiais com aplicacBes
biomédicas por ser capaz de com as células através de dominios especificos de reconhecimento (Pires,
Bierhalz & Moraes, 2015). E o principal componente da matriz extracelular, orientando e estimulando a
formagdo tecidual. Ainda, somam-se a abundancia, biocompatibilidade, estabilidade, alta porosidade,
facilidade de combinagdo com outros materiais, processamento facil, baixa antigenicidade e capacidade de
absorcdo no corpo, tornando essa proteina preferida para a produgdo de biomateriais de diferentes formas e
aplicacdes (Pati, Dhara & Adhikari 2010; Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli, 2012; An, Lin & Brodsky,
2016; Fauzi, Lokanathan, Aminuddin, Ruszymah & Chowdhury, 2016), como membranas e esponjas para
revestimento de queimaduras, géis para hemostasia e suporte para o crescimento de células. O colageno
também interage com enzimas envolvidas na sua biossintese e degradagdo. Esse biopolimero pode ser
atrelado a outros compostos com a finalidade de aumentar a resisténcia mecanica do biomaterial, como
quitosana, gelatina, alginatos e oligossacarideos (Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli, 2012; Chandika et
al., 2015; Pires, Bierhalz & Moraes, 2015; An, Lin & Brodsky, 2016; Kuttappan, Mathew & Nair, 2016).

Colagenos isolados ou associados a outros compostos podem constituir matéria-prima para a producgao de
suturas, agentes hemostaticos, substituicdo e/ou regeneracéo tecidual (vasos, 0ssos, cartilagens, pele, sangue,
traqueia, esdfago), cirurgia pléstica (l&bios, pele), oxigenador de membrana, contraceptivos, matrizes
biodegradaveis, implantes, bandagem da cornea, lentes de contato (Ferreira, Gentile, Chiono & Ciardelli,
2012). A Tabela 3 descreve as principais fontes de colageno e de seus fragmentos empregados para
aplicacGes industriais.
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Na industria de processamento alimenticio, o coldgeno e/ou seus fragmentos peptidicos podem ser

utilizados na preparacdo de alimentos e bebidas, com a finalidade de melhorar a elasticidade, consisténcia e

estabilidade dos produtos, aumentando o valor de qualidade, nutricdo e salde dos produtos. Peptideos

bioativos a partir do coladgeno de peixes podem ser utilizados na preparacdo de bebidas probidticas (Hashim,
Mohd Ridzwan, Bakar & Mat Hashim, 2015).

Tabela 3 Colageno, peptideos e suas aplicacdes industriais.

Fonte proteica Aplicacéo biotecnoldgica Referéncia
Escama de peixe Colite Ulcerativa Azuma et al. (2014)
Cartilagem de tubaréo Antioxidante Jeevithan et al. (2015)
Pele de peixe Anti-hipertensivo e Antioxidante Choonpicharn et al. (2015)
Pele de peixe Neuroprotetor e Antioxidante Cai et al. (2015)

Pele de peixe Regeneracdo Tecidual Chandika et al. (2015)
Pele de peixe Producéo de Biofilmes Tang et al. (2015)
Pele de peixe Esponja regenerativa Yamamoto et al. (2015)
Hidrolisado de peixe* Antibacteriano Ennaas et al. (2016)
Escama de peixe Fertilizantes nitrogenados para plantas Bhagwat & Dandge (2016)
Colageno humano Enxerto Corneano Flavahan et al. (2016)
Escama de peixe Condrogénese Hsu et al. (2016)
Colégeno Tipo I** Tratamento tumoral Voicu et al. (2016)
Coléageno humano Diverticulites Brown et al. (2017)
Pele de peixe Producéo de Biofilmes Elango et al. (2017)
Escama de peixe Antioxidante Pal & Suresh (2017)

*Peptideo isolado do hidrolisado. **Colageno comercial.

O colageno influencia no retardamento da taxa de desnaturacdo proteica quando adicionado a proteinas
miofibrilares do musculo (Darmanto, Agustini, Swastawati & Al Bulushi, 2014). Tang et al. (2015)
reportaram diferencas de viscosidade do colageno extraido da pele de trés espécies de peixes de agua doce
(Oreochromis niloticus, Ctenopharyngodon idella e Hypophthalmichthys molitrix), influenciando na
producdo de biofilmes. Assim, o colageno extraido de peixes de agua doce é sugestivo para uso na
conservacdo de alimentos.

Os peptideos que mostram atividade bioldgica sdo sequéncias de 2-30 aminoacidos, que sdo inativos
dentro da cadeia proteica, porém exercem efeitos positivos quando sdo liberados durante a digestdo
gastrointestinal, processamento de alimentos enzimaticos ou fermentacdo microbiana. Numerosas vias
fisiol6gicas podem ser moduladas quando os peptideos atingem a corrente sanguinea (Ferraro, Anton &
Santé-Lhoutellier, 2016).

Peptideos de coladgeno baseados em alimentos sdo detectaveis no sangue apds a ingestdo (Azuma et al.,
2014). Iwai et al. (2005) identificaram varios peptideos de colageno derivados de alimentos no sangue
humano ap6s ingestdo oral de alguns hidrolisados de gelatina a partir da pele suina, pé de galinha e
cartilagem ap6s 12 h de jejum. Os autores relataram que apds a ingestdo oral a forma peptidica da
hidroxiprolina (Hyp) aumentou significativamente, atingindo nivel maximo (20-60 nmol/mL de plasma)
apos 1-2 h, e reduzindo pela metade ap6s 4 h de consumo. Ainda, quantidades significativas dos peptideos
Pro-Hyp, Pro-Hyp-Gly, Ala-Hyp, Ala-Hyp-Gly, Ser-Hyp, Ser-Hyp-Gly, Leu-Hyp, lle-Hyp e PheHyp
também foram detectados.

Peptideos bioativos sdo capazes de eliminar radicais livres, prevenir a oxidagdo lipidica e atuar como
quelante para metais de transicdo (Ferraro, Anton & Santé-Lhoutellier, 2016), bem como atuar como agente
antimicrobiano, antioxidante, anti-hipertensivo, antiproliferativas, antidiabético, antitrombatica, agonista de
opidides, anticancerigeno e anticoagulante (Kim & Venkatesan, 2014; Ennaas et al., 2016; Ferraro, Anton &
Santé-Lhoutellier, 2016).

Consideracdes Finais

Residuos do pescado sdo fontes ricas em biomoléculas, destacando-se o colageno, um biopolimero que
apresentar algumas vantagens, como auséncia de transmissdo de patégenos, preocupacdo das fontes atuais
(bovinos, suinos, entre outros), auséncia de citotoxicidade e abundancia.

O coldgeno do Tipo | é o mais abundante e altamente desejado devido as suas propriedades fisico-
quimicas e mecanicas, tornado-se alvo para a producdo de biomateriais para uso na engenharia de tecidos e
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de alimentos. A hidrdlise do colageno leva a formagdo de peptideos que podem apresentar propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, anti-hipertensivas, antiproliferativas, antidiabéticas, antitrombéticas, agonista
de opioides, anticancerigena e anticoagulante. Assim, é sugestiva a realizacdo de novas extracoes a partir das
espécies de peixes Neotropicais (de &gua doce e marinha) na tentativa de investigar fontes alternativas, com
qualidade comercial do ponto de vista fisico-quimico. Além do que, sdo necessarios testes antialérgicos para
garantir a seguranca na aplicacdo deste material.
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