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RESUMO

A biomassa residual de peixes € constituida basicamente por &gua, carboidratos,
lipideos e proteinas. A massa proteica estda em maior quantidade, cuja composicao
total é representada por cerca de 30% de colageno. Esta proteina apresenta
propriedades fisico-quimicas e funcionais importantes que podem implicar em seu uso
como matéria-prima nos processos de producdo de biomateriais com aplicabilidade
em diversas areas. Isto explica o aproveitamento de cartilagens de elasmobranquios
(Elasmobranchii) como fonte de obtencdo de coldgeno. Neste estudo, o Colageno
Acido Solavel (ASC) foi isolado a partir das cartilagens de peixes elasmobranquios
oriundas de nadadeiras peitorais de arraia (Rajidae spp) e de vértebras da espinha
dorsal de Cacao-azul (Prionace glauca), designadas de amostras A e C,
respectivamente. Apés liofilizacdo, obteve-se os rendimentos 1,40 £ 0,10% para A e
0,47 + 0,28% para C. As amostras de ASC foram caracterizadas por meio de técnicas
de UV-Vis, FTIR, TG/DTG, DSC, SDS-PAGE e Mapeamento peptidico. Ambas as
amostras, as quais apresentaram elevados percentuais de proteinas, mostraram
semelhancas nas bandas espectrais, nas curvas de decomposi¢cdo térmica, nas
massas moleculares, estimadas em 300 kD, e nas subunidades que eram compostas
por cadeias a, B e y, sugerindo o tipo | de colageno. A temperatura de desnaturacéo
(Td) 40 °C foi obtida para a amostra 2 de Arraia (A2). Estudos comparativos entre 0s
dados obtidos e os apresentados na literatura de referéncia mostraram-se
semelhantes, embora os rendimentos experimentais tenham ficado abaixo do
esperado. Contudo, os resultados apontaram para repetitividade do método adotado
e para o melhor aproveitamento desse material proteico de modo a minimizar 0s seus

desperdicios e impactos ambientais.

Palavras-chave: Biomassa residual de peixes; Elasmobranchii; Colageno;
Biomateriais.



ABSTRACT

The residual biomass of fish is composed basically by water, carbohydrates, lipids and
proteins. The protein mass is in higher quantity, whose total composition is represented
by about 30% of collagen. This protein has important physicochemical and functional
properties, which can result in its use as raw material in biomaterials production
processes with applicability in several areas. This explains the use of cartilages of
elasmobranchs (Elasmobranchii) as a source of collagen production. In this study, the
Acid Soluble Collagen (ASC) was isolated from the cartilages of elasmobranches
fishes obtained from pectorals fins of stingray (Rajidae spp) and vertebrae of the
backbone of Cation-blue (Prionace glauca), designated samples A and C, respectively.
After lyophilization, the ASC obtained was 1.40 + 0.10% yield for A and 0.47 + 0.28%
yield for C. The samples of ASC were characterized by the following techniques: UV-
Vis, FTIR, TG/DTG, DSC, SDS-PAGE and peptide mapping. Both samples, which had
higher percentage of proteins, showed similarities in spectral bands, thermal
decomposition curves, the molecular weights, estimated as 300 kD, and subunits
which were composed of a, B and y chains, suggesting type | of collagen. The
denaturation temperature (Td) 40 °C was obtained for sample 2 of stingray (A2).
Comparative studies between the data obtained and those presented in reference
literature were similar, despite the fact that the experimental yields were lower than the
expected one. On the other hand, the results pointed to the repeatability of the adopted
method and the best use of this protein material in order to minimize their waste and

environmental impact.

Keywords: Residual biomass of fish; Elasmobranchii; Collagen; Biomaterials.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

A maior porgéo da biodiversidade disponivel na Terra se concentra nas zonas
costeiras e oceanicas, as quais tém sido exploradas h& milénios pela humanidade,
por meio da pesca e da aquicultura, na busca de recursos essenciais a sua

subsisténcia.l

Diante da real possibilidade de escassez dos recursos pesqueiros devido as
capturas em larga escala, torna-se urgente a conservagao desses ecossistemas para
que a sustentabilidade da pesca e da aquicultura seja assegurada. Hoje, essas
atividades exercem um importante papel socioecondmico para diversos paises, uma
vez que garantem seguranca alimentar, emprego e renda para 55 milhées de pessoas

no mundo, através do emprego direto.>*

Nesse sentido, a Organizacdo das NacgOes Unidas (ONU), baseando-se no
modelo de sociedade sustentavel, tem estabelecido acdes de integracdo entre o
desenvolvimento socioecondmico e protecdo ambiental, cujas diretrizes séo, entre
outras, reduzir a perda da biodiversidade, restabelecer e manter os estoques naturais

de peixes, combater a fome, a desnutricdo e pobreza extrema no mundo.?357

Para enfrentar tais desafios, varios paises vém implementando politicas
publicas, consolidadas nas interfaces social, ambiental e econ6mica, que tém
contribuido para o aquecimento da producédo e consumo global de carnes, sobretudo,
de pescado. A nivel global, o seu consumo per capita aumentou de ~10 kg na década
de 60, para 19,2 kg em 2012. No ano de 2010, representou 6,5% da ingestao de todas
as proteinas consumidas e 16,7% do total da ingestao de proteinas de origem animal
para 2,9 bilhdes de pessoas no mundo. Este valor chega a 70% nas zonas urbanas
costeiras, onde se concentra mais de 50% da populacdo mundial, e nas zonas

insulares.2438

Os beneficios da carne de pescado como alimento estdo associados as suas

propriedades nutritivas, tais como baixo teor de gorduras saturadas, alto teor de



proteinas, acidos graxos poli-insaturados (dmega 3 e 6), micronutrientes — vitaminas

(A, D, E, e do complexo B) e minerais (Ca, Fe, I, K, Mg, Na, Zn e outros mais).*8?°

Mundialmente, o peixe é a proteina animal de maior producéo (158 milhdes de
toneladas em 2012), comercializacéo (130 milhdes de dblares em 2012) e consumo
(19 kg per capita em 2012). Isto se deve ao aumento demografico que resulta em uma
demanda progressiva por alimento; aos novos habitos alimentares da sociedade
urbana que busca por uma carne mais magra, nutritiva e facilmente digerivel; a boa
qualidade e maior disponibilidade dos produtos pesqueiros e seus derivados nos

estabelecimentos comerciais devido ao rapido crescimento da aquicultura.*®

Nas ultimas décadas, o aumento da producéo pesqueira resultou em uma vasta
diversidade de peixes marinhos e dulciaquicolas” nos estabelecimentos comerciais a
disposicdo dos consumidores. O consumo de elasmobranquios, cacdo (tubaréo) e
arraia (raia), por exemplo, ao longo da costa brasileira varia conforme aspectos
culturais, sendo a carne de algumas espécies utilizada como base de pratos

tradicionais, e outras sdo consumidas como carne de terceira.’10.11

Os elasmobranquios apresentam grande importancia econémica no mercado
mundial. Nos ultimos anos, o comércio nacional e internacional de suas barbatanas
(nadadeiras) movimentou bilh6es de dolares, sobretudo, pelas exportacbes aos
paises asiaticos que, tradicionalmente, as utilizam como iguaria na culinéaria. A
transacdo bilionaria desses subprodutos tem se tornado alvo de muita especulacgéo, e
isso tem chamado a atencao dos atravessadores que motivam as pescas direcionadas
(espécies-alvo), responsaveis pela sobre-explotacdo™ de algumas espécies desse
grupo e pelo desembarque intenso de cacdes e arraias em todas partes do

planeta.’10.11

* Espécies que vivem em agua doce.

" Espécies sobre-explotadas sdo aquelas cuja condi¢do de captura de uma ou todas as classes de
idade em uma populacéo séo tao elevadas que reduz a biomassa, o potencial de desova e as capturas
no futuro, a niveis inferiores aos de seguranga.



Apés a retirada de suas porcdes de interesse econémico, o restante do corpo,
de baixo valor comercial, quando nédo lancados ao mar, sdo destinados a

comercializagdo em supermercados e feiras para consumo humano.” 1011

Tais praticas insustentaveis levam algumas espécies ao colapso e pdem em
risco o equilibrio dos ecossistemas aquaticos. Essa relacdo conduz a incerteza de se
garantir a seguranca alimentar de quase 1 bilhdo de pessoas subnutridas e das
proximas geracfes em todo planeta, essencialmente para uma populacdo estimada
para ano de 2050 em 9,6 bilhdes de habitantes, dos quais boa parte dependera dos
recursos pesqueiros para a sua sobrevivéncia. Portanto, tornam-se necessarias as

reflexdes em torno desse risco para humanidade.!?

Para que a producdo de pescado fosse otimizada de modo a atender a
demanda global de consumo, e assim, garantir o suprimento imediato de um alimento
proteico e essencial a populacdo humana, a pesca industrial veio a ser incorporada a
pesca artesanal. Por conseguinte, o setor pesqueiro se expandiu e se tornou um dos
mais dinamicos, globalizados e competitivos na producdo mundial de alimentos. No
ano de 2011, a pesca industrial representou 80,0% de todo pescado desembarcado
no Rio Grande do Sul, enquanto que a pesca artesanal chegou a um total de 20,0%.
Contudo, a industrializacdo desse setor ndo tem trazido apenas beneficios para as
suas atividades, mas, também, riscos socioambientais pelos subprodutos gerados ao

longo de sua cadeia produtiva.®3

No contexto da globalizacdo, em que as industrias de diferentes setores se
tornam mais competitivas, € necessario que cada uma avalie os impactos ambientais,
sociais e econdmicos decorrentes de suas atividades produtivas e busque meios para

minimiza-los.

Em referéncia ao setor produtivo pesqueiro, algumas inddstrias de
processamento tém desenvolvido novas tecnologias na tentativa de resolver tais
problemas. Assim, a biomassa residual de pescado tem sido aproveitada como
matéria-prima em diferentes linhas de producéo, por exemplo, de farinhas, Oleos,
fertilizantes e outros produtos. No entanto, ainda ndo é explorada em toda a sua

totalidade, logo, o excedente gera dificuldades de estocagem, e a inexisténcia de um

4



gerenciamento adequado faz com que o seu destino seja os depdsitos a céu aberto,

lixdes.*?

A deposicao irregular dessa matéria organica em grandes toneladas/dia, com
alto grau de perecibilidade, causa, gradativamente, problemas de ordem ambiental e
socioecondémico devido a enorme producéo de chorume, que acaba atraindo vetores,

contaminando o solo e lencéis freaticos.®

Portanto, no campo da Ciéncia e Tecnologia, tém surgido alguns avancos em
relacdo ao melhor aproveitamento desses residuos organicos, principalmente, como
fonte alternativa para a obtencdo de proteinas, lipideos e polissacarideos. Dada as
suas diversidades estruturais e propriedades funcionais, essas biomoléculas vém
sendo utilizadas como matéria-prima nos processos de producéo de biocombustiveis,

biomateriais, biopolimeros e outros mais.'*

Dentre as proteinas presentes na biomassa de peixes, o colageno tem recebido
uma significativa importancia nos ultimos tempos. Por ser muito versétil, torna-se
objeto de estudo por parte da comunidade cientifica e da industria cujo interesse esta
em seu uso para a producdo de géis, filmes, matrizes, alimentos funcionais,
cosmeéticos, biofarmacos e diversos materiais com inimeras aplicacdes tecnoldgicas

e comerciais em diversos setores.?14

O colageno esta presente nos tecidos conjuntivos de todos os animais,
podendo ser obtido de subprodutos das industrias bovina, suina, avicola, pesqueira e
outras. Entretanto, em escala industrial, é extraido de residuos de bois e suinos
gerados das etapas de producdo de suas carnes, sobretudo, do processamento do
couro desses animais. Porém, os subprodutos de peixes (também os de aves) ainda
sao pouco explorados para tal fim, pois sdo raros os artigos disponiveis na base de
dados da literatura cientifica que abordam essa questdo, apesar de sua vasta
producédo/dia ao longo da cadeia de pescado e de suas potencialidades bioquimica e

tecnolodgica.l4-16



Considerando-se tal fato, e também a opg&o dos consumidores pela proteina
de peixe em detrimento as outras proteinas animais (muitas vezes associada aos
aspectos socioculturais e religiosos), torna-se necessario um melhor aproveitamento
da biomassa residual pesqueira como matéria-prima para a obtencdo de produtos
alternativos com diversas aplicacdes. Portanto, agregar valor a esses residuos,100%
natural, renovavel, biodegradavel e de custo praticamente nulo, pode gerar renda e
diminuir os prejuizos ambientais, sociais e econdmicos que sao decorrentes de seu

descarte inadequado.416

Sob essa Otica, o presente trabalho, cujo desdobramento se baseia na
sustentabilidade ambiental e socioecondémica, tem como objetivo o isolamento e
caracterizacdo de colageno a partir de residuos cartilaginosos de elasmobranquios —
arraia (Rajidae spp) e Cagao-azul ou Tubardo-azul (Prionace glauca), entretanto,
apenas os capturados de modo sustentavel e comercializados de forma licita, sob n°®
SIF/DIPOA — Servico de Inspecéo Federal do Ministério da Agricultura, exercido pelo

Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal.'’

Ressalta-se que com esta pesquisa, ndo se pretende colaborar para a
sobrepesca de elasmobranquios, sobretudo, de espécies consideradas sobre-
explotadas ou ameacadas de sobre-explotacdo em aguas brasileiras (Portaria n°
125/2014, IN MMA 52/2005)!® e internacionais, mas apenas contribuir para a
minimizacdo de seus rejeitos no meio ambiente, visto que sao bastante demandados
mundialmente para consumo humano, e ainda, valorizar as caracteristicas impares

de seus tecidos conjuntivos, exclusivamente cartilaginosos.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem por objetivo geral isolar e caracterizar o Colageno Acido
Solavel (ASC) a partir da biomassa residual de peixes elasmobranquios
(Elasmobranchii). A saber, das cartilagens das nadadeiras peitorais de arraia (Rajidae
spp) e das vértebras da espinha dorsal de Cacgéo-azul ou Tubardo-azul (Prionace

glauca).

1.1.2 Objetivos Especificos

> Isolar o Colageno Acido Soltvel (ASC) a partir de residuos cartilaginosos das
nadadeiras peitorais de arraia (Rajidae spp) e das vértebras da espinha dorsal
de Cacgéao-azul ou Tubardo-azul (Prionace glauca);

> Preparar as cartilagens para as extracées do ASC,;
» Desproteinizar as cartilagens com NaOH durante o pré-tratamento;
» Desmineralizar as cartilagens com EDTA durante o pré-tratamento;

> Extrair o ASC com CH3CO:2zH, depois precipitd-lo com NaCl e isola-lo por meio

de técnicas de purificacao;
» Calcular o rendimento das amostras de ASC (liofilizadas);

» Caracterizar o ASC por meio de técnicas usuais em analises bioquimicas, tais
como Espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Termogravimetria/
Termogravimetria Derivada (TG/DTG); Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC); Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) e Mapeamento
Peptidico.



1.2 PANORAMA MUNDIAL DO SETOR DE PESCA

Neste texto, todos os dados de producdo e consumo de pescado foram
compilados dos ultimos boletins estatisticos da Organizacdo das Nac¢des Unidas para

Agricultura e Alimentacédo (FAO) e do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA).

Como pode ser observado na Figura 1, ao longo das ultimas seis décadas, a
producdo e o consumo mundial de pescado vém aumentando paralelamente com o
crescimento populacional no mundo, que hoje esta em 7,2 bilhdes de pessoas. O
suprimento de pescado proveniente da aquicultura, tanto continental quanto marinha,
apresentou um incremento meédio anual de 13% para 40% entre 1990 e 2010.
Enquanto, o suprimento da pesca de captura (extrativa continental e marinha) sofreu
um declinio no final da década de 80 e inicio da de 90, vide Figura 1, por conta da
sobrepesca predatdria ocorrida em anos anteriores, que levou 0s estoques haturais
de peixes ao limite. Ja entre os anos de 1990 e 2000, houve um leve crescimento e,
apos esse periodo, permaneceu no mesmo patamar devido a recuperacao de seus
estoques, contudo, ainda houve uma pequena variacdo de 88 milhdes de toneladas

para 93,5 milhdes de toneladas.*¢19

Consumo de peixe (milhdes t) Populagao (bilhdes)
Suprimento de peixe (kg per capita)

140, — 121

120
100
80

60 |-

,.--——--"“"""-" Suprimento de peixe
pesca de captura

1970 1990 2000

=== Suprimento de peixe da aquicultura  ——= Suprimento de peixe da pesca de captura
===« Populagio (bilhdes) —o—Suprimento de peixe per capita (kg)

Figura 1. Producao e consumo mundial de pescado entre 1950 e 2011.%°



1.2.1 Producéao Global de Pescado

Na Tabela 1, € possivel observar que dos 158,0 milhdes de toneladas de
pescado produzido no mundo em 2012, 136,2 milhdes de toneladas foram destinados
a alimentacdo humana. Desses numeros, obteve-se o consumo per capita mundial de
pescado de 19,2 kg/habitante/ano. Os 21,7 milhdes de toneladas restantes foram

designados para outros fins, tais como tratamento industrial e diversos usos.#19:20

Tabela 1. Utilizacdo da produgédo pesqueira mundial e nacional entre 2005 e 201241920

Utilizacéo de pescado 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Produgdo mundial 2 136,7 137,5 1406 1430 145,7 1479 156,1 158,0
Consumo mundial 2 109,6 1145 1174 120,7 1238 1281 1321 1362
Consumo mundial P 80,2 833 83,5 84 4 85,0 86,6 84,7 86,2
Consumo per capita mundial © 16,9 17,6 17,8 18,0 18,2 18,6 18,9 19,2
Outros fins @ 27 1 22,9 23,2 222 21,9 19,8 23,8 21,7
Outros fing ° 19,8 16,7 16,5 15,6 15,0 13,4 15,3 13,8
Produgao nacional 2 1,0 1,0 1,0 1,1 1,2 1,2 1,4 1,5
Produgéo nacional © 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8 0,8 0,9 0,9
Consumo per capita nacional © 6,7 7.3 7.7 8,4 9.0 98 11,2 9.0

2 Milhdes de toneladas; P %; ¢ Kg/hab/ano

Dentre os dez maiores produtores mundiais de pescado em 2012, sete paises
séo do continente asiatico. S6 a China, por exemplo, teve uma participagdo majoritaria
com 54,3 milhdes de toneladas, correspondentes a 15,7 milhdes de toneladas (10,1%)
de producéo extrativa (pesca de captura) e 38,6 milhdes de toneladas de producéo
aguicola. Assim, permanece desde 2002 como maior produtor mundial dessas duas
atividades pesqueiras. A Figura 2 representa o ranking mundial da producgéo de
pescado em 2011, a China desponta em 1° lugar com a maior taxa de producao, 54,0
milhdes de toneladas, e na sequéncia seguem a india e a Indonésia com 8,8 e 8,4
milhGes de toneladas, respectivamente. O Brasil aparece na 192 posicdo com 1,4

milh&o de toneladas.3>1°



1? China
54 0 milhfes t

8.8 milhdest

Outros paises

83,5 milhdes t 19° Brasil 8.4 milhdes t

1.4 milhdo t
Total da producdo pesqueira mundial em 2011: 156,1 milhdes t

Figura 2. Ranking mundial dos principais paises produtores de pescado em 2011.35

A pesca de captura tende a recuperar as unidades populacionais de peixes e
aumentar sua producdo em 2% até 2023, isto €, passar das 93 mil toneladas atuais
para 95 mil toneladas. Entretanto, devido a sua constancia na producao no decorrer
dos tempos, houve a expanséao crescente da aquicultura no suprimento de peixes para
0 consumo humano, como ilustrado na Figura 1. Esse fator auxiliou no incremento do
consumo anual de pescado por habitante no mundo (consumo per capita mundial,
supracitado) e tende a crescer ainda mais, conforme as estimativas da FAO para 2030
em que a producdo mundial de espécies aquaticas cultivadas sera em torno de 60%.
Logo, para suprir a demanda crescente por proteina animal de uma populagédo do
mundo que sera 8,3 bilhdes de pessoas, a aquicultura sera um caminho

alternativo.3:8.21

Embora o setor aquicola tenha avancado nas ultimas décadas, a pesca de
captura ainda é o segmento mais importante para o setor pesqueiro no mundo, a qual
responde por ~60% da producéo global de pescado, ao passo que a aquicultura é
responsavel pelos 40 % restantes, como pode ser visto na Figura 3.419:20
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Pesca de Captura
60% Aquicultura

40%

Figura 3. Percentual da producdo mundial da pesca de captura e aquicultura em 2011.419.20

Em 2011, a produgé&o pesqueira nacional apresentou um bom desempenho nas
atividades de cultivo e captura, e assim, teve um incremento de 13,2%. Isto permitiu
ao Brasil continuar na mesma posicdo do ano anterior, 19° produtor mundial de
pescado, com 1,4 milhdo de toneladas, 0,9% do total produzido no mundo. Esses
valores estao representados na Figura 2. A maior parte dessa producao veio de 803,2
mil toneladas da pesca de captura (extrativa continental, 249,5 mil toneladas, 17,4%,
e, principalmente, extrativa marinha, 553,7 mil toneladas, 38,7%). A parcela da
aquicultura foi de 629,3 mil toneladas (continental, 544,5 mil toneladas, 38%, e

marinha, 84,8 mil toneladas, ~6%).4820

Esses valores provém dos maiores produtores da pesca extrativa marinha,
Santa Catarina e Para, com respectivamente 121,9 mil toneladas e 87,5 mil toneladas.
Também, dos maiores produtores da pesca extrativa continental, Amazonas e Para,
com 63,7 mil toneladas e 55,4 mil toneladas, respectivamente. Ja em 2013, a
producéo brasileira chegou a 2,5 milhdes de toneladas, 1 milhdo a mais em relagéao

ao ano de 2012.4.6.20

As expectativas para o futuro do Brasil séo boas. Segundo a FAO, 0 nosso pais
pode se tornar um dos maiores produtores mundiais de pescado em 2030, com uma
producdo estimada em 20 milhfes de toneladas. Essa estimativa podera vir a ser
alcancada, pelo fato de o setor pesqueiro nacional ser muito promissor e ter alto

potencial para isso. Pois, o territorio brasileiro possui uma extensa faixa litoranea de
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8,5 mil quildmetros e contém a maior reserva de agua doce do mundo, acima de 12%
(5,5 milhdes de hectares) e grande biodiversidade nas aguas marinhas e continentais,
cerca de 3 mil espécies nativas. E ainda, apresenta a maior diversidade de peixes do
planeta, localizada na Regido da Amazonia.3*68

1.2.2 Consumo Global de Pescado

Em 2011, do total de 156,1 milhdes de toneladas produzidas mundialmente,
foram utilizadas 132,3 milhes de toneladas para alimentacdo humana,
correspondentes a 84,7% (39,3% na forma de pescado fresco, 24,3% congelado e
21,1% curado e em conserva), vide Tabela 1. Lembrando que a parte de 23,8 milhGes
de toneladas, equivalentes a 15,3%, teve outros destinos. Na Tabela 1, observa-se
gue a média mundial de consumo per capita foi 18,9 kg/habitante/ano, isto é, bem
acima do consumo per capita mundial de pescado determinado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), cujo valor é de 12 kg/habitante/ano, nivel minimo para a
seguranca alimentar da populacdo mundial. Em 2010, a ordem decrescente de
consumo per capita por continentes foi: Oceania, Europa, América do Norte, Asia,
Africa e América Latina, com respectivamente, 25,4; 22,0; 21,8; 21,6; 9,7 e 9,7

kg/habitante/ano.* 68

Em 2009, na classificacdo global das principais carnes como fonte de consumo
de proteina animal, a carne de pescado ficou em primeiro lugar, vide Tabela 2, com
123,8 milhdes de toneladas e o consumo per capita de 18,2 kg/habitante/ano, como
visto na Tabela 1, enquanto, o consumo das carnes avicola e bovina seguiram em
terceiro e quarto lugares na preferéncia internacional, com respectivamente, 71,8
milhdes de toneladas, 10,5 kg per capita e 56,1 milhdes de toneladas, 10 kg per capita.
Boa parte desse quadro se volta a preservacéo das tradicdes milenares de algumas
regies do mundo, como na Asia e no Mediterraneo, onde as pessoas possuem uma
dieta baseada na ingestao de peixes como fonte natural de proteina animal. Esse fato

tem contribuido, e muito, para os valores de consumo per capita de pescado serem
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bem acima do estabelecido pela OMS. Por exemplo, a China e o Japao, possuem 0s

maiores valores mundiais, 27 e 61 kg/habitante/ano, respectivamente .68

Nos anos de 2012 e 2013, os consumos chegaram a 19,2 kg per capita/ ano.
Segundo as estimativas da FAO e OECD, Organization for Economic Cooperation and
Development, para o ano de 2023, o consumo per capita ser4d de 20,9

kg/habitante/ano.3420.21

Tabela 2. Consumo mundial das principais proteinas animais em 2009.420.22

Proteina animal producgao (milhdes t) consumo (milhdes t) consumo per capita (kg/hab/ano)

Pescados 1457 1238 18,2
Suinos 1003 1002 160
Aves 7 ns 105
Bovinos 570 %1 100
Caprinos e ovinos 13,2 13,1 1,9

No Brasil, a ingestdo de proteina animal provém basicamente das carnes de
aves e de bovinos. Em 2009, foram consumidos 8,0 milhdes de toneladas de carne
de aves, 40,8 kg/habitante/ano, e 7,4 milhdes de toneladas de carne bovina, 32
kg/habitante/ano. Talvez, o maior consumo dessas carnes se deve ao fato de o habito
alimentar dos brasileiros esta arreigado as questfes culturais e pela boa atuacéo
brasileira nas producfes nacionais de carnes bovina e de aves, ja que o Brasil € o 3°
maior produtor mundial do setor avicola e o 2° maior produtor mundial de carne

bovina.??

Contudo, tal habito ndo pode ser generalizado para todas as regides brasileiras.
A regido Norte, por exemplo, os gastos com peixes frescos e o consumo per capita de
sua populacéo sdo os maiores do Pais. Em 2008, os seus estados Amazonas, Para e
Amapa tiveram o0s consumos per capita 30, 18 e 15 kg/habitante/ano,
respectivamente. Entre 2008 e 2009, o maior consumo de pescado foi na regido Norte
com 38,1 kg/habitante/ano, enquanto que na regido Sul foi bem menor, 3,1

kg/habitante/ano, conforme Tabela 3. O consumo de pescado pode estar relacionado
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ao poder de compra das pessoas, a boa oferta de diferentes carnes (tanto os precos

guanto a qualidade) e as preferéncias regionais.?1922

Tabela 3. Consumo nacional per capita de pescado por regides entre 2008 e 2009.6.22

Consumo per capita de pescado (g/hab/dia) por regides
Norte Nordeste  Sudeste Centro Oeste Sul

Peixe fresco 95,0 35,1 11,4 8,5 6,8
Peixe em conserva 0,6 0,6 0,4 0,2 0,1
Peixe salgados 6,8 3,8 2,6 06 0,9
Outros pescados 2.1 0,6 0,5 0,0 0,8
Total do consumo @ 104.5 401 14,9 9.3 8,6
Total do consumo b 38,1 14,6 9,4 3.4 3,1

aper capita (g/hab/dia) P per capita (kg/hab/ano)

As estatisticas da FAO e MPA demonstram que o perfil de consumo brasileiro
por carnes vermelhas e aves vem sendo substituido a cada ano e de modo crescente,
por uma carne mais leve e de facil digestdo como a de pescado. Esse fato pode ser
elucidado pelo consumo per capita nacional de 11,2 kg/habitante/ano, em 2011,

Tabela 1. Inclusive, quase alcancou a meta de 12 kg/habitante/ano que foi estimada

pela FAO para o referido ano.58

Entre 2000 e 2009, o consumo per capita interno de pescado cresceu 30%
contra 10% de crescimento da carne bovina. Entre 2004 e 2010, como ilustra a Figura
4, o consumo per capita de pescado aumentou paralelamente ao crescimento de sua
producdo nacional, de 6,7 para 9,8 kg/habitante/ano. Isto €, um incremento de

aproximadamente 8% ao ano.58
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Figura 4. Consumo per capita e producao brasileira de pescado entre 1996 e 2010.8

Para suprir essa demanda interna, o Brasil precisou aumentar em 37% as suas
importacdes de pescado provenientes de paises asiaticos como China e Vietna. As
estimativas da FAO e OECD apontam um crescimento de mais de 45% no consumo
per capita brasileiro até o ano de 2023, chegando 15,3 kg/habitante/ano. Essa
projecdo ocorre, principalmente, por causa da expansdo da aquicultura; divulgacao
cientifica das analises nutricionais da composi¢éao do pescado, que fundamenta a sua
importéancia como base proteica na alimentagdo humana; por fim, das iniciativas
governamentais e ndo governamentais que impulsionam a populacéo brasileira (200,4

milhdes de pessoas) para o consumo de um alimento mais saudavel.6.820

1.2.3 Producgéo Global de Elasmobréanquios

As capturas de elasmobranquios tém crescido nos ultimos anos. Entre 2008 e
2011, a producédo nacional da pesca de captura desses peixes variou de 18,6 a 18,7
mil toneladas, chegando a um total de 78,3 mil toneladas nesses quatro anos. Esse

valor procedeu apenas da pesca extrativa marinha que ocorreu em toda a costa
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brasileira, tanto de forma artesanal quanto industrial, cujas capturas totais de cada
grupo foram 28,2 mil toneladas de arraia, 43,6 mil toneladas de cacédo e 6,5 mil
toneladas de Cacéo-azul (Prionace glauca), como mostra a Tabela 4. A pesca
extrativa continental de arraia totalizou 3,1 mil toneladas nos referidos anos.
Atualmente, as capturas ocorridas no territorio maritimo brasileiro passam de 15,0 mil
toneladas/ano de cacéo e arraia, cerca de mais de 4% do total da producéo anual da

pesca extrativa marinha no mundo.%2°

Nos referidos anos, a producéo mundial de pesca extrativa de elasmobranquios
variou de 734,3 a 773,4 mil toneladas, como ilustra a Tabela 4, totalizando ~3 milhdes
de toneladas.'® Nos ultimos 30 anos, a grande demanda asiatica por branquias
(guelras) e barbatanas (nadadeiras) implicou em um aumento expressivo na producao

mundial de pesca de captura desses peixes.’10:11.20

Tabela 4. Producédo mundial de elasmobranquios da pesca de captura entre 2008 e 2011.6:19.20

Producéo da pesca de captura de elasmobranquios (mil t)

Grupo zoo 2008 2009 2010 2011
Arraia 6,7 7.4 7,0 7,1
Nacional Cagéao - 10,0 12,0 11,9 9,7
Cacéo-azul 1,9 1,2 1,5 1,9
Mundial Cacgéo e arraia 734,3 7522 33,3 7734

Aliadas as essas capturas direcionadas, ha também diversas capturas
incidentais de cacéo e arraia como fauna acompanhante de outras espécies de maior
valor comercial. Tais atividades promovem maiores rejeicdes desses peixes, tanto a
nivel mundial quanto nacional. No Brasil, foram descartados 32% da captura total de

elasmobranquios nos anos 1990.711
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1.2.4 Consumo Global de Elasmobranquios

Tradicionalmente, as branquias e barbatanas de elasmobranquios sdo muito
procuradas para fins medicinais e gastrondmicos na Asia. Nesse continente, a sopa
gelatinosa de barbatanas de tubardo € bastante popular por ser considerada
afrodisiaca e simbolo de prosperidade. Em alguns eventos da elite social asitica,

esse peixe é servido em banquetes como forma de ostentagdo e poder. /1011

A China é o maior consumidor mundial desses subprodutos. Em 2008, pagou
ao Brasil 2,3 milhdes de dolares pela importacdo de barbatanas de tubardo. O
mercado nacional ndo sé exporta para a China, Japdo e Taiwan, como também,
importa dos mesmos, toneladas de TubarBes-azuis congelados para atender a
demanda interna. Em 2010 e 2011, foram 13,6 mil toneladas e 19,2 mil toneladas,

respectivamente.’10:11

No Brasil, nos anos de 2008 e 2009, o consumo per capita anual de cacao
fresco por regido foi maior no Norte, Sudeste e Nordeste com 93 g, 44 g e 27 g,
respectivamente, e menores no Sul, 25 g e Centro Oeste, 9 g. Geralmente, os
elasmobranquios sao comercializados frescos, defumados, salgados, congelados, em
postas ou inteiros. Para a sua comercializagcao legal em territério nacional, € preciso
ter o registro no Ministério da Agricultura sob o nimero do Servico de Inspecédo
Federal (SIF), fornecido pelo Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (DIPOA).17:1920

O cacao é vendido em feiras e comércios locais. A arraia era desprezada para
fins comerciais devido ao seu baixo valor comercial diretamente para consumo,
apesar de possuir carne macia e sabor marcante. Entretanto, estd cada vez mais
presente na culinaria de apreciadores e curiosos de muitas localidades, pois alguns
restaurantes vém incorporando em seus cardapios, pratos com toques especiais, que

incluem diferentes combinacGes de ingredientes regionais com esse peixe.011
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1.2.5 Comércio de Barbatanas

Em 2011, as arraias e cagfes foram negociados por US$ 780,0/tonelada do
total da producdo mundial, 766,0 mil toneladas, contabilizando assim US$ 598,0
milhdes. No mercado externo, o quilo da carne de cacgéo € vendido por apenas US$
10,0, ao passo que a mesma quantidade de suas valiosissimas barbatanas é

negociada por quase 50 vezes mais que esse valor.101419

O bilionario comércio internacional de barbatanas de cacao e arraia influencia
a pesca ilegal de varias espécies de elasmobranquios, geralmente associada a pratica
de finning (proibida por lei: Instrugdo Normativa Interministerial MPA/MMA n° 14, DOU
28/11/2012).2% Esta acdo predatdria consiste no descarte desses animais mutilados,
ainda vivos, das embarcacfes, apO0s a retirada de suas barbatanas para fins

comerciais. O restante de seu corpo, 95%, ndo é de interesse econémico.”10:11.20.24

A sobrepesca de elasmobranquios leva ao decréscimo populacional de
algumas de suas espécies, por conseguinte, pode haver o risco de ficarem
ameacadas de extin¢do. No Brasil, estdo ameacadas o Cacao-anjo (Squatina oculta),
Raia-viola (Rhinobatos horkelii), Cag&o-bico-doce (Galeorhinus galeus) e o Tubarao-

peixe-serra (Pristis pectinata).’10:11

Embora essas espécies, assim como algumas outras, estejam protegidas por
normas ambientais, as medidas de gestao para as suas capturas ficam dificeis devido
a falta de registro e de precisdo nas informacdes cientificas das populacbes de
elasmobranquios. Isto ocorre quando um determinado animal é registrado pelo seu
nome popular ou género, ao invés de ser pelo seu nome cientifico.”?4#?5 Logo, 0s
dados estatisticos de pesca tornam-se imprecisos, ja que o género pode conter uma
ou centena de espécies, e assim, levar as falhas no monitoramento das populacées
de tubardo e arraia. Por exemplo, em cada pais, os nomes populares acabam
designando diferentes nomes (sinbnimos) a mesma espécie, inclusive, varios
sindnimos, em dadas regides de um mesmo pais. Outra situagdo comum, € 0 mesmo

nome para diferentes espécies (homoénimos).”2425
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A diversidade bioldgica, a complexidade dos nomes cientificos e as
divergéncias nas regras de nomenclatura ndo contribuem para um controle mais
eficiente da pesca e da comercializacdo desses peixes. Diante desses fatores e das
semelhancas na textura e no sabor das carnes de algumas espécies, a Raia-viola
(nome comum do género Rhinobatos, mais de 45 espécies), por exemplo, é vendida
livremente no mercado de peixes no interior paulista em pequenas postas como

cacdo.”10.11

Em busca de caminhos alternativos que possam reduzir alguns desses
problemas, um grupo de pesquisadores recorreu a Biotecnologia, especificamente, a
Genética Molecular, para fazer a comparacao de sequenciamento de DNA coletado
de tecidos de tubarbes e arraias, que estdo sendo comercializados, com o DNA
disponivel no banco de dados dos pesquisadores do material biolégico das espécies

de elasmobranquios viventes na costa brasileira.10:1125

A conservacdo desses predadores € fundamental para o equilibrio dos
ecossistemas aquaticos e para a sustentabilidade da pesca. Nessa perspectiva, ha 20
anos, a FAO elaborou o Cédigo de Conduta de Pesca Responsavel,?® no qual se
estabelece principios e métodos para a pesca e a aquicultura, baseados em planos
de acdes e estratégias que promovam o aprimoramento na precisdo das informacdes

cientificas.”-10.11.25

1.2.6 Biomassa Residual de Pescado

No sentido mais amplo, a biomassa € definida como qualquer tipo de matéria
organica derivada de fontes animais ou vegetais, ou de seus processos de
transformacdes naturais ou artificiais. Por ter origem direta ou indireta do processo de

fotossintese é tida como um recurso renovavel.?’

A biomassa residual de peixes, como toda biomassa animal, € composta por
diferentes grupos de biomoléculas. Os &cidos nucleicos, carboidratos, lipideos e

proteinas sao 0s seus constituintes principais, responsaveis por suas propriedades
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fisico-quimicas e caracteristicas proprias que lhe conferem aplicacdes em diversas

areas.%16

7

Da totalidade da biomassa inicial pesqueira, boa parcela ndo é utilizada
diretamente para consumo humano, jaA que a mesma é destinada para outros fins,
como por exemplo, para a alimentacdo de espécies aquaticas cultivadas. Além, de

perdas ao longo da cadeia produtiva pesqueira.®29:28

A cadeia produtiva de pescado se divide basicamente nas etapas de producao
(captura), transformacéo e comercializacdo. A etapa de transformacdo consiste no
processo de beneficiamento de pescado, que visa manter a qualidade do produto até
consumidor final, e resume-se em: selecdo, higienizacdo e conservacao
(congelamento, caso ndo seja processado de imediato), e ainda, processamento.
Ressalta-se que, o pescado comeca a ser beneficiado de modo artesanal dentro das
embarcacdes, onde comeca a ser eviscerado e acondicionado em baixas

temperaturas.®19:20

O pescado pode ser comercializado in natura ou industrializado. Apés o
beneficiamento, o produto é submetido ao processamento industrial, podendo ser
obtido inteiro, filetado, laminado, enlatado, em postas e eviscerado com cabeca, tanto
na forma fresca, congelada ou defumada.®1%?° No decorrer desses processos, vide
Figura 5, sdo descartadas varias partes, tais como barbatanas, branquias, cabecas,
esqueletos dorsais, peles, carnes e visceras, consideradas subprodutos pesqueiros.
Entretanto, essa biomassa residual vem sendo empregada como matéria-prima na
obtencéo de 6leos, carne moida para hamburguer, paté, farinha de silagem e farinha

como base proteica nas racdes para peixes, aves, porcos, gados, cdes e gatos.%20.28
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Recepgéo

Peixes desclassificados Classificagao

Agua e cames residuais, Lavagem
escamas e nadadeiras

Pescado de valor comercial Peixe inteiro
(fresco/congelado)

Visceras e residuos Evisceracao Peixe eviscerado com cabeca
(fresco/congelado/defumado)

Filetado Corte em postas
Cabeca, cauda, espinhaco,
nadadeiras, 0ssos e peles

Laminado

Enlatado

Figura 5. Fluxograma da etapa de transformacé&o industrial de pescado (beneficiamento e
processamento) e geracdo de subprodutos pesqueiros, a esquerda.®

Todas as etapas da cadeia produtiva de pescado envolvem a geracao e o
descarte de subprodutos pesqueiros. No caso da etapa de processamento industrial,
dependendo da espécie e da técnica utilizada, a soma da biomassa residual pesqueira
passa de 50% do peso total do pescado.® A industrializacdo da sardinha-verdadeira,
eviscerada e espalmada, gera em torno de 35 e 48% de residuos do total de 54 mil
toneladas de sua producdo em 2006. O processamento para enlatar o atum produz
~60%.%8 Os rejeitos das carpas, por exemplo, podem chegar a ~60% da matéria-
prima, e apenas as cabeg¢as somam ~22%. No cenario mundial, s6 a China produz

cerca de 70% da biomassa inicial.%19.20

O subaproveitamento dessa matéria organica e a sua deposicdo em aterros
sanitarios implicam em impactos socioambientais e econdmicos. Os tecidos de peixes
possuem alta pericividade, por isto, entram em processo natural de decomposicao

acelerada produzindo o chorume em excesso, responsavel pela atracdo de vetores
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gue ameacam a saude populacional e pela contaminacdo das aguas subterraneas

que comprometem o equilibrio do meio ambiente.*920

Na contramao dessa problematica, esta o foco tecnoldgico nas propriedades
bioquimicas dessa biomassa residual pesqueira, com o intuito de viabilizar o seu
aproveitamento como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis,

biofarmacos, biopolimeros e outros tantos produtos em diferentes areas.®
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1.3 PEIXES CARTILAGINOSOS

1.3.1 Condricties (Chondrichthyes)

A classe Chondrichthyes (grego: chondros, cartilagem; ichthys, peixe)
compreende as espeécies de peixes vertebrados, cujo esqueleto de sustentacdo é
exclusivamente cartilaginoso, sem o0ssos verdadeiros, e se divide em duas
subclasses: Elasmobranchii, que inclui as arraias (raias) e cacbes (tubardes); e

Holocephali, as quimeras (Peixes-rato ou Peixes-bruxa).’252°

Existem cerca de 1000 espécies de peixes cartilaginosos (547 de arraias, 405
de cacdes e 34 de quimeras). A maior parte dessa classe habita oceanos e mares do
mundo inteiro, nas zonas abissais, costeiras, demersais, estuarinas e pelégicas.
Porém, sO algumas espécies de arraias habitam zonas dulciaquicola. Com excecéao
das quimeras, os cac¢fes e arraias sao dotados de fendas branquiais respiratorias, por

isso, pertencem a subclasse Elasmobranchii, ou elasmobranquios.”2°

A estrutura vertebral cartilaginosa dos condricties é formada por um tipo
especializado de tecido conjuntivo, a cartilagem, que possui tais caracteristicas:
natureza hialina, a mesma encontrada nos vertebrados na forma embrionaria; leve e
flexivel; aspecto esbranquicado, homogéneo e transllcido; desprovida de tecidos
sanguineo e nervoso; hidrofébica; e, podendo estar fracamente calcificada nas
vértebras da espinha dorsal, nas barbatanas (nadadeiras) e dentes pela presenca

depdsitos de sais de célcio, mas, ndo levam a formagédo de 0sso0s.?®

As principais caracteristicas morfolégicas desses peixes sdo vértebras
completas e segmentadas; pares de nadadeiras peitorais, pélvicas e dorsais, uma
nadadeira anal (alguns tubardes) e uma caudal que da equilibrio a natacao;
mandibulas mdveis compostas de dentes esmaltados articuladas com o cranio;
escamas placoides sobre a pele rigida; 6érgdos e ductos reprodutores pares;

fecundacdo interna; oviparos, viviparos ou ovoviviparos; ndo possuem bexiga
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natatéria; branquias respiratérias.?4#2° Algumas dessas caracteristicas estéo ilustradas

nas Figuras 6 e 7.

Morfologia de tubardes

1* barbatana dorsal

| 2% barbatana dorsal -
espinho da barbatana ~ ay,
olho P 4 /
~ A7 \ N v |
narina espiraculo ,»j crista inter-dorsal (quando presente) o |
Ve \ g buraco pré-caudal ¥
focinho — = 1 /f rd
P - B S s ¥ 3 |
=T ~
> n ’ - - L
(7@ —Y
[(/f’f —ssniin ‘;L = |
N -
3 — \
"m y “' ; l. ‘_?_?5\.-_ P -\... - barbatana caudal
boca vy — e - i | }'—" . " |
—_ = - g
/ N SR o
pregas labiais  fendas R nd barbatana anal fulba pré-cadal

branquiais | '\

CABECA

- -

barbatana pélvica

pterigopadio (macho)

'\‘_)' ‘

barbatana peitoral

TRONCO CAUDA
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Elasmobranchii (grego: elasmo, placa; ichthys, branquias) refere-se a
subclasse de peixes cartilaginosos que possuem fendas branquiais. Sao considerados
predadores por ocuparem o topo da cadeia alimentar em diferentes ambientes
aguaticos, no entanto, isso € essencial para a manutencdo dos ecossistemas
aquaticos. Nesse sentido, as medidas de protecdo para os elasmobranquios se

tornam necessarias para frear as capturas em larga escala.”?°

Do ponto de vista evolutivo de mais de 400 milhdes de anos, os cacdes
(tubardes) e arraias (raias) pertencem a mesma subclasse por apresentarem
estruturas fisicas semelhantes, por exemplo, branquias respiratorias aderidas as
paredes de cinco a sete pares de fendas branquiais independentes. Nos cacoes,
essas fendas estéo localizadas na frente das nadadeiras peitorais e nas arraias, se
encontram na face abdominal por baixo da cabeca, como ilustradas nas Figuras 6 e
7. Nas quimeras, diferentemente, as branquias ficam presas a um par de fendas,
opérculo. Esses peixes pertencem a subclasse Holocephali (grego: holo, todo;

cephalo, cabeca), cabeca e maxilar fundidos.?®

Os nomes comuns dos peixes podem variar conforme a regido e o pais. Por
iSs0, a importancia da hierarquia taxonémica (do grego: taxis, disposi¢cao; nomos, lei),
que configura a classificacdo cientifica baseada nas caracteristicas peculiares e
inerentes de cada grupo.?® Tal classificacdo representa a filogenia — ciéncia que
estuda a histéria evolutiva entre grupos — com o propdsito de mostrar o parentesco
entre os organismos. A divisdo hierarquica consiste fundamentalmente em reino, filo,
classe, subclasse, ordem, familia, género e espécie. A Figura 8 apresenta uma breve

classificagdo taxonémica de alguns grupos de condricties.?42%
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Classe: Chondrichthyes (Tubardes, raias e quimeras)
Subclasse: Elasmobranchii

Superordem: Euselachii

Bathoidea (Raias) | Selachimorpha (Tubardes)
Ordem Ordem
Rajiformes Carcharhiniformes
Familia Familia
Rajidae Carcharhinidae
Género Género
Raja Carcharodon
Espécie Espécie
Okamejei kenojei Prionace glauca

Figure 8. Breve classificagdo taxonémica de alguns Chondrichthyes.2425

O Tubaréo-azul (Prionace glauca; ordem Carcharhiniformes, compreendida em
12 géneros e 59 espécies) é conhecido popularmente como Cacéo-azul ou Tintureira.
Este peixe esta entre as espécies de maior distribuicdo global, habitando em aguas
frias, tropicais e temperadas de zonas profundas dos oceanos, pelagicas (alto mar) e
litordneas costeiras de toda parte do mundo, com temperaturas entre 7 °C e 25 °C.
No Brasil, é o tubardo mais amplamente distribuido nas dguas oceanicas das regides
nordeste, sudeste e sul. A dimensdo dessa espécie pode chegar a ~4 m de
comprimento, sua reproducdo se da por fecundacdo interna e os embrides se
desenvolvem dentro do corpo da fémea, por isso, classifica-se como vivipara, com 4

até 135 juvenis/ninhada.”2>30

Por ter um potencial de recuperacdo acima da média, embora seja uma
espécie muito procurada devido a textura e do tamanho de suas barbatanas, é
considerada de alta abundancia. Em razdo disso, o seu estado de conservagéo é
classificado como o de menor risco de extingdo, quase ameacada na Lista Vermelha
da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN).3! Contudo, essa

7

espécie € considerada sobre-explotadas ou ameacadas de sobre-explotacdo em
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aguas jurisdicionais brasileiras, segundo a Instrucdo Normativa e a Portaria do
Ministério do Meio Ambiente (IN MMA 05/2004; Portaria n® 125/2014).18

O Prionace glauca é capturado no Brasil pela pesca industrial e artesanal. O
principal interesse estd em suas barbatanas, entretanto, sua carne e couro também
sdo muito utilizados. Atualmente, representa ~60% da composicdo total
desembarcada no Nordeste pelas pescas oceanicas de atuns e afins; no Sul e
Sudeste, 50% do volume desembarcado nos portos. O volume estimado da biomassa
seca (barbatanas) corresponde de 1,0 a 2,0% do volume da biomassa viva para essa
espécie. Entretanto, o volume exportado de barbatanas difere do volume de capturas
registradas, o que implica em dizer que existe uma enorme biomassa de tubardes
descartada sem registro.” Por isso, como forma de minimizar essa problematica, a
Portaria n°® 121 (24/8/1998)% que proibe o desembarque de nadadeiras sem as
respectivas carcacas foi aprovada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

A arraia Rajidae spp possui género taxonomicamente indefinido, por isso
recebe essa classificacdo genérica com trés letras. E representante costeira da familia
Rajidae (ordem Rajiformes, representada por 10 familias) que compreende 18
géneros e 180 espécies. Esse elasmobranquio, de reproducdo ovipara — ovos
encapsulados em involucros — ocorre na costa brasileira, onde ja foram identificadas
11 géneros e 26 espécies, e em todos 0s oceanos, a partir do Artico as aguas
antarticas e regides costeiras para abissais, sendo raro em aguas rasas tropicais ou
perto de recifes de coral; algumas espécies entram em &aguas salobras. As suas

barbatanas sdo utilizadas para consumo.”2533
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1.4 COLAGENO

O tecido conjuntivo ou conectivo, representado na Figura 9, € constituido por
células esparsas, denominadas fibroblastos, e por um gel extracelular altamente
hidratado que as circundam. Esse gel, intitulado matriz extracelular, € composto por
uma complexa rede de macromoléculas que séo secretadas, principalmente, pelos
fibroblastos. As substancias fundamentais sdo as proteinas fibrosas, colageno e
elastina; polissacarideos, glicosaminoglicanos (GAGS), e glicoproteinas, tais como os

proteoglicanos, laminina e fibronectina.2%34-36

camada de células —.
epiteliais uaaa a
ldmina basal — ____

= fibra de

s : colageno
macrofago
- capilar
fibroblasto — fibra elastica

A~ mastécito

proteoglicanas e
glicoproteinas

Figura 9. Tecido conjuntivo subjacente a camada de células epiteliais.3*

A matriz extracelular tem varias funcdes, dentre as quais, absorver grande
parte das forcas de compressao que o tecido esta sujeito; permitir a rapida difuséo de
diferentes substancias entre as células do tecido e o sangue; ajudar as células e
tecidos a permanecerem unidos; viabilizar um meio mais adequado para que as
células migratorias se desenvolvam, interajam e proliferem ordenadamente; e por fim,
dar estruturacdo e resisténcia elastica ao tecido por meio das fibras colagenas e

elasticas, respectivamente.3

Em tecidos especializados, como cartilagem e 0sso, as células fibroblastos
apresentam nomes mais especificos, por exemplo, condroblastos, células
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cartilaginosas, e osteoblastos, células dsseas, que apos maturacdo se transformam
em células condrdcitos e ostedcitos, respectivamente. Ambas séo responsaveis pela
constante renovagdo e manutencdo da matriz extracelular e pela produgcdo de

macromoléculas extracelulares.29:34

s

O tecido cartilaginoso € revestido pelo pericondrio, o qual é constituido de
fibrilas continuas de colageno tipo | e I, musculos radiais e sais de célcio, que fortalece
o tecido. Essa proteina mantém e repara a estrutura celular da cartilagem, dando
resisténcia, elasticidade e contracéo reversivel, responsavel pela entrada e saida de

égua.25,34,36

O colageno € a proteina mais abundante nos vertebrados e principal
constituinte da matriz extracelular dos tecidos conjuntivos, representa cerca de 30%
do total de proteinas presentes nos organismos multicelulares, dando estrutura e
sustentacdo aos tenddes, cartilagens, 0ssos e peles. A presenca dessa proteina €
exclusiva em células animais.®*4353¢ Industrialmente, essa proteina é proveniente de
fonte animal, principalmente dos tecidos conectivos de origens bovina e suina, tais

como 0ssos, cartilagens, peles, musculos, tenddes e demais tecidos.437

A proteina colagena é fibrosa devido ao seu arranjo tridimensional em forma de
tripla hélice, composta por trés cadeias a polipeptidicas, com cerca de 1000 residuos
de aminoécidos, envolvidas lado a lado em longos filamentos, rigidos e de natureza

lipofilica.>16:35.36.38

As cadeias polipeptidicas individuais de coldgeno séo sintetizadas pelos
ribossomos ligados a membrana basal e liberados no lumen do reticulo
endoplasmatico. Os precursores de colageno, pro-cadeia-a, possuem pequenos
peptideos-sinal amino-terminal necessarios para dirigir o polipeptideo nascente para
o reticulo endoplasmatico (RE), como também, possuem propeptideos, aminoacidos
adicionais nas extremidades N e C terminal. No RE, ocorre a hidroxilagéo (lisil oxidase)
das prolinas e lisinas para formarem a hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente.
Acontece também a glicosilacéo de algumas hidroxilisinas. As trés cadeias pro-a se
entrelacam por ligagdes hidrogénio para formar o tropocoldgeno, ou seja, molécula

helicoidal de trés fitas, como representado na Figura 10 (a).3438
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Cadeia polipeptidica
de uma Unica
molécula de coldgeno

Molécula de X X
colégeno \\/\//\/\/\><\> \\; 1,5nm
de trds fitas

10-300 nm

Fibrila de
coldgeno

0,5—31-"17 ’ \
(8) Fibras de coldgeno ‘

Figura 10. (a) Formacéo das fibras de colageno; (b) sequéncia de aminoacidos em trés cadeias
polipeptidicas compondo a tripla hélice do colageno.3°

Num polipeptideo de colageno tipo I, [a1(])]202(]), esses filamentos se formam
por dominios com repeticdes de tripeptideos, Gly-X-Y, envolvidos em um arranjo de
tripla hélice, vide Figura 10 (b), onde Gly é glicina, X e Y sdo comumente prolina (Pro)
e hidroxiprolina (Hyp), respectivamente.3436

A Figura 11 ilustra um tripeptideo formado pela sequéncia dos aminoacidos
Gly, Pro e Hyp. O colageno tipo Il, [a1(l])]s, € formado por trés cadeias a1 (ll) e é tipico
da cartilagem. Outros tipos de colageno, por exemplo, o tipo IX, as trés cadeias a
hélices séo diferentes. Até o momento, ja foram identificados cerca de 29 tipos de
colagenos e 25 cadeias a de colagenos diferentes. Em todos os tipos de colageno, a
glicina € o aminoacido predominante, seguida da prolina. Este aminoacido estabiliza
a conformacéo da hélice em cada cadeia a e a glicina permite o agrupamento das trés

cadeias a hélices para a formacéo da super-hélice de colageno.14-16:34.37.38

No tecido conjuntivo, os principais tipos de colageno encontrado séo, I, II, lll, V
e Xl, fibrilares, que se agregam para formar longas fibrilas de colageno, presentes nos
0ssos, dentina, tenddes, capsulas de 6rgdos e na derme. O tipo | € o principal
colageno da pele e ossos e, também, o mais comum. Os tipos IX e XII, associados a
fibrilas, unem as fibrilas umas as outras e a outros componentes da matriz extracelular.

Ostipos IV e VII, formadores de rede; o tipo IV se agrega em uma camada semelhante
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a uma rede que constitui a maior parte da lamina basal, e o tipo VII é encontrado nas

fibrilas que ancoram as fibras de colageno do tipo | a lamina basal.3

0]
N Ul
f;\N/\[( \E
H :
O
y Pro Hyp

Figura 11. Sequéncia dos aminoacidos Gly, Pro e Hyp formando um tripeptideo.

1.4.1 Extracdo e Caracterizacdo do Colageno de Biomassa Residual de

Elasmobranquios

O interesse pelo colageno para aplicagbes em produtos cosmeéticos e
alimentares fez aumentar as investigacfes voltadas as atividades bioldgicas dessa
proteina, como também na busca de novas fontes para sua obtencdo. Essas
investigacbes, associadas ao elevado consumo de arraias e tubardes na Asia,
implicaram em algumas pesquisas para o desenvolvimento de metodologias visando
0 isolamento e caracterizacdo dessa proteina a partir de cartilagens e peles de

elasmobranquios.

No entanto, esses subprodutos como fonte de obtenc&o de colageno ainda séo
pouco explorados por boa parte da comunidade cientifica mundial, jA que sao
limitadas as referéncias bibliograficas dentro dessa abordagem.

As condi¢des apropriadas dos métodos de isolamento e caracterizagdo do
colageno a partir de cartilagens residuais de tubardes e arraias sao fundamentais para

a preservacdo e identificacdo de suas propriedades fisico-quimicas e funcionais.
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Estas sdo responsaveis pelo seu uso como matéria-prima nos processos de producao
de biomateriais com possiveis aplicacbes nas industrias fotograficas, alimentares,

farmacéuticas, cosméticas e na area biomedicinal.1®

Kittiphattanabawon e colaboradores.® isolaram e caracterizaram o colageno-
acido soluvel (ASC) e o colageno pepsina soluvel (PSC) a partir das amostras de pele
de Tubardo-bambu brownbanded (Chiloscyllium punctatum). O ASC foi extraido com
acido acético e precipitado com cloreto de sédio na presenca de tampdo tris, e 0
residuo ndo dissolvido obtido da extracdo acida foi usado para a extracdo de PSC
com acido acético e pepsina suina, tal procedimento foi referéncia dos artigos que
serdo citados a seguir e encontra-se mais detalhado na parte experimental desta
dissertacdo. Os autores utilizaram como padrdes, o colageno tipo | extraido da pele

de bezerro e colageno tipo Il extraido da cartilagem de suino.

Com base em padrdes de proteinas, o ASC e PSC foram caracterizados por
eletroforese (SDS-PAGE), demonstrando a maior presenca de cadeias a e [, e
menores quantidades de cadeia y. Os espectros de FTIR de ambos foram bem
semelhantes. As temperaturas de transicdo maxima do ASC e PSC, medidas por
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), foram respectivamente 34,45 °C e 34,52
°C. Ambos os colagenos apresentaram elevados teores de proteinas, nas quais a
glicina foi o aminoacido em maior quantidade, observada em um analisador de
aminoacidos. Os rendimentos foram 9,38% do ASC e 8,86% do PSC, calculados com

base no peso seco.'®

Chi e coautores?* realizaram a caracterizacéo do colageno-acido soltvel (ASC),
extraidas das amostras de cartilagens de trés espécies de elasmobranquios, Tubarao-
martelo (Sphyrna lewini, ASC-S), Raia vermelha (Dasyatis akajei, ASC-D) e raia (Raja
porosa, ASC-R), utilizando o colageno extraido da pele de bezerro (SSC) como
padrdo. Apds a extracdo pelo método anterior, Kittiphattanabawon,'® realizou-se a
analise de aminoéacidos que identificou a presenca de residuos de aminoacidos
glicina, prolina, hidroxiprolina entre outros. Os colagenos encontrados, provavelmente
eram dos tipos | e Il, constituidos de estruturas soltas, fibrosas e porosas, observados
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os rendimentos foram 5,64% do
ASC-S, 8,72% do ASC-D, 6,74% do ASC-R, baseados no peso seco.
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Jeevithan et al.3” isolaram o ASC, PSC e gelatina a partir das cartilagens de
Tubardo silvertip (Carcharhinus albimarginatus), conforme o método ja citado. A
caracterizacdo desses materiais mostrou que a gelatina apresentava um maior teor
de hidroxiprolina em relagédo ao ASC e PSC. Os espectros de infravermelho (FTIR)
mostraram uma menor intensidade do pico da amida | da gelatina em comparacéo
aos colagenos, sugerindo que o processo de isolamento afetou a estrutura em tripla

hélice da gelatina.

1.4.2 AplicagBes Tecnoldgicas do Colageno

O desenvolvimento de novas tecnologias para obtencao de biomateriais a base
de colageno, dotados de propriedades biocompativeis, biodegradaveis e atoxicas,
levaram aos avangos nas areas alimentar, biomédica, cosmética, farmacoldgica e
odontoldgica. Portanto, essa proteina tem sido foco de investigacdes nos diferentes
segmentos da sociedade, que vém apostando em sua versatilidade para que possa

ser processada na forma de gel, filme, p6, matrizes, esponjas hemostaticas e outras.

Uma das aplicacdes do colageno € para a producao de gelatina, obtida pelo
enfraquecimento da estrutura do colageno que ocorre quebrando as ligacdes
cruzadas intramoleculares incluindo covalente e ligac6es de hidrogénio, através das

alteracdes de pH e temperatura.*°

Kasankala e coautores*' realizaram um trabalho de comparacédo entre as
gelatinas de Peixe carpa (Catenopharyngodon idella), bovina e suina, concluindo
entdo o teor de hidroxiprolina de gelatina de pele de carpa (11,3%) era ligeiramente
maior do que a de gelatina de pele de bovino (11,2%) e um pouco menor do que a
gelatina de pele de porco (13,2%). Possivelmente, a presenca de hidroxiprolina

promove alta resisténcia a gelatina.*°

Ogasawara e colaboradores*? registraram uma patente em que desenvolvem
um aditivo para bebidas lacteas acidas compreendendo um peptideo de colageno de

baixo peso molecular, produzido através da hidrélise do colageno em moléculas
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inferiores e um estabilizador. O colageno obtido foi a partir dos tecidos conectivos,
peles e 0ssos de bovinos e suinos. Com isso, as expectativas dos autores com essa
invencdo sdo melhorar a elasticidade e tenséo da pele, promover a absorcéo de célcio
pelos 0ssos e ativar os neurotransmissores. Além disso, determinaram que a bebida
lactea &cida apresenta uma reducdo do sabor desfavoravel, originado pelo

estabilizador, devido a acdo do peptideo.

Sousa e Oliveira®® transformaram os tecidos suinos em materiais compativeis
com o organismo humano. Para o desenvolvimento desse estudo, foi utilizado
colageno gelificado sustentavel extraido de serragens e aparas de wet-blue (residuos
sélidos de curtumes). A pele suina foi purificada e esse colageno foi utilizado para o
fechamento de seus poros e para a reposicdo do colageno perdido pela pele suina
durante a realizac&o dos processos de purificacdo, obtendo assim, uma matriz de pele

humana artificial.
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PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO 2
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2 PARTE EXPERIMENTAL

Os procedimentos quimicos e bioldgicos adotados neste estudo ocorreram nos
laboratérios de pesquisa da Universidade de Brasilia (UnB) — Laboratério de
Isolamento e Transformacdo de Moléculas Organicas (LITMO) no Instituto de
Quimica, Laboratério do Departamento de Ciéncias Fisioldégicas no Instituto de
Biologia e Laboratorio de Farmacologia Molecular (FarMol) da Faculdade de Saude.

Para a conducdo dos mesmos, tomou-se as seguintes estratégias de acao:

» Adquiriu-se 1 kg de arraia e 1kg de cacao originarios do Sul do Brasil, em postas
congeladas, junto ao estabelecimento Super Adega S.A. Atacadista de
Alimentos Ltda., Brasilia-DF, Brasil. Até a sua utilizacdo, permaneceram por
cerca de 1 més no freezer (-20 °C) em suas embalagens originais de polietileno,
gue constavam a identificacdo da empresa fornecedora e o selo do SIF/DIPOA,

além de outros dados.

» A biomassa residual de elasmobranquios — cartilagens das nadadeiras peitorais
de arraia (Rajidae spp) e das vértebras da espinha dorsal de Cacédo-azul
(Prionace glauca) — foi aproveitada como matéria-prima para a obtencdo do

colageno.

» 7 amostras de 30 g de cartilagens de arraia e cacdo foram utilizadas como
material de partida para se extrair o colageno em meio acido, e apds a sua

caracterizacéo, foi denominado de Colageno Acido Soltvel (ASC).

» As etapas de extragao, purificacao e caracterizacdo do ASC foram realizadas
individualmente para cada uma das 7 amostras, com excecdo apenas da

eletroforese e mapeamento peptidico que ocorreram de modo simultaneo.

» Todos procedimentos experimentais ocorreram a temperatura de 4 °C, por meio
de banho de gelo. Este recurso, entretanto, ndo foi necessario aos processos

de centrifugacdo e didlise que sucederam, respectivamente, em centrifuga
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refrigerada e em camara fria, como também para a caracterizacao

(eletroforese, mapeamento de peptideos, UV-Vis, FTIR e TG/DTG).

Nos intervalos maiores entre algumas etapas procedimentais, as amostras de
ASC foram acomodadas em recipiente de polipropeno e mantidas a -20 °C no

freezer até o seu uso.

Os processos de centrifugacao, dialise e liofilizacdo do ASC precederam as
técnicas para a sua caracterizagdo, tais como Espectroscopia de UV-Vis e
FTIR; Analises térmicas de TG/DTG e DSC,; Eletroforese SDS-PAGE e

Mapeamento Peptidico.

O tratamento de dados obtidos das técnicas supracitadas se deu a partir do

programa OriginPro 8.

As estruturas moleculares dos compostos quimicos foram representadas por

meio do programa ChemDraw Ultra 7.0.

As solugdes utilizadas nos procedimentos experimentais foram preparadas na

concentracdo especificada a cada uma de suas etapas.
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2.1 MATERIAIS

Biomassa residual de elasmobranquios — 30 g de cartilagens das nadadeiras
peitorais de arraia (Rajidae spp) e 30 g de cartilagens das vértebras da espinha dorsal

de Cacéo-azul (Prionace glauca).

Reagentes e solventes de grau analitico, sendo todos obtidos de fontes

comerciais pela UnB, vide Tabela 5.

Tabela 5. Reagentes, suas respectivas marcas e graus de pureza, P.A.

Reagentes Marcas Teor (%)
Acrilamida (PlusOne™ Acrylamide Page) GE Healthcare z99,0
Acido aceético Vetec 99,7
Acido cloridrico Vetec 37,0
Acido etileno diaminotetra-acético (EDTA) Vetec 99,7
Azul de bromofenol Sigma -
Beta mercaptoetanaol (B-ME) GE Healthcare 99,0
Cloreto de sodio Vetec 99 -100,5
Azul brilhante de Coomassie R-250 (CBBR-250) | Merck -
Dodecil sulfato de sodio (SDS) Riedel-de-Haén 90,0
Glicerol| Sigma 99,5
Hidroxido de sodio Vetec 99.0
Padrao SeeBlue® plus 2 Invitrogen™ -
Metanol Sigma Sl
Persulfato de amonio (APS) Fisher Biotech .
Tetrametiletilenodiamina (PlusOne™ TEMED) GE Healthcare Ll
Tripsina 3.4.21.4 Sigma-Aldrich .
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) Sigma-Aldrich Ll
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2.2 METODOS

A partir de cartilagens de arraia e de cacao, realizou-se a extragédo do ASC,
fundamentada no método descrito por Kittiphattanabawon e colaboradores.*® No
fluxograma da Figura 12, apresenta-se, de modo estruturado, as suas etapas e, mais

detalhadamente, no corpo do texto das secdes deste capitulo.

2.2.1 Etapas de Extragdo do ASC

Rajidae spp e Prionace glauca Cartilagens (matéria-prima)
(1 kg/peixe em postas) (309

Preparacéao das cartilagens
(descongelamento/lavagem)

Pré-tratamento alcalino Pré-tratamento acido

Desproteinizacdo (6 h) | Lavagens até pH~7 = Desmineralizagéo (40 h)
NaOH 01 mol L, 1:10 (mA) EDTA 0,5 mol L'", 1:10 (m/v), pH 7.4

Extragdo do ASC (48 h) 3 Lavagens Hz0 (20 x v)

CHsCQCzH 0,5 mol L, 1:15 (m/v)

Precipitacdo do ASC em 100 mL do filtrado
Tris 0,05 mol L' pH 7,5 + NaCl 2,6 mol L!

Centrifugacdo (1 h) a15.300 g

Dissolugao do pelflet (precipitado)
CH3CO:zH 0,5 mol L' (v minimo)

Dialise (48 h)
H20 (25 v)

Diélise (12 h)

CHaCO2H 0,1 mol L1 (25 v) Liofilizagao ASC

Figura 12. Fluxograma de extracéo do ASC a partir de cartilagens de arraia e de cagéo.
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2.2.1.1 Preparacao das Cartilagens de Elasmobranquios

As cartilagens de elasmobranquios passaram por uma preparagao prévia, e sé
depois, submetidas a etapa de pré-tratamento, a 4 °C. Na etapa de preparacao, as
postas de arraia e de cacédo (1 kg de cada) foram retiradas do freezer, -20 °C,
descongeladas e lavadas abundantemente em &agua corrente até atingirem uma
temperatura interna de 5 °C. Em seguida, com o auxilio de uma faca de corte, raspou-
se toda carne residual da superficie dessas postas de modo a obter apenas as
cartilagens, que foram lavadas com &gua corrente fria (<10 °C), cortadas em
pequenas partes (~1-2 cm), com uma tesoura, e maceradas junto com gelo em
utensilio de porcelana (almofariz e pistilo). Por fim, lavadas de novo com agua fria até
a retirada de todo o odor excedente de amdnia. A Figura 13 corresponde a esse

processo.

Estando as cartilagens preparadas, separou-se 7 amostras de 30 g, sendo 4
de arraia e 3 de cacgéo, designadas respectivamente de AA, A1, A2 e A3,e C1,C2e
C3. Como teste preliminar, AA (amostra de arraia) foi a primeira amostra submetida a
extracdo do ASC, e preservou-se as outras sob refrigeracdo de -20°C (freezer) em
tubos Falcon de polipropeno de 50 mL, tampados e identificados, até serem utilizadas

para tal fim.

Figura 13. Cartilagens de elasmobranquios: (a) barbatanas de arraia, (b) vértebras da espinha dorsal
de cacéo e (c) vértebras dorsais de cacdo em cortes de ~1-2 cm.
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2.2.1.2 Pré-tratamento das Cartilagens de Elasmobranquios

Antes de terem sido submetidas a etapa de extracdo do ASC, que sucedeu a 4
°C, as cartilagens passaram pela etapa de pré-tratamento, desproteinizacdo e
desmineralizacdo, para a remocdo de componentes estruturais da matriz
cartilaginosa, tais como polissacarideos, glicoproteinas e outras proteinas, também,
fons Ca?* presentes nessa matriz pela deposicdo de cristais de hidroxiapatita
[Cas(PO4)30H].34:36

Desproteinizacao

Para a remoc¢do de proteinas ndo coladgenas que estdo presentes na matriz
extracelular dos tecidos animais, dando assim condi¢cdes ideais a extracdo do ASC,
as cartilagens passaram pelo processo de desproteinizacdo. Depois de
descongeladas, foram imersas em 300 mL de solu¢cdo de NaOH 0,1 mol L, na
proporcao de 1:10 (m/v), contidos em recipiente de 500 mL de polietileno de alta
densidade. Com o auxilio de um agitador mecéanico (GKH, modelo GT-21 Motor
Controller), esse sitema ficou sob agitacao continua por 6 h na velocidade de 333 rpm,
e atroca da solucéo alcalina ocorreu a cada 2 h. Na sequéncia, lavou-se as cartilagens

com agua gelada até obter um pH neutro ou fracamente alcalino da agua de lavagem.
Desmineralizacao

A finalidade desta etapa € promover a retirada de ions metalicos divalentes,
Ca?*e Mg?*, para facilitar a dissociacédo dos tecidos mineralizados. Isto pode ocorrer
pela acdo de um quelante catiénico, no caso, EDTA, que, por meio do sequestro
desses cations metalicos, € capaz de quebrar as interagdes proteina-proteina que
mantém as células unidas uma com as outras, ou com a matriz extracelular nos

tecidos animais.3*

Logo, em um béquer de vidro de 500 mL, colocou-se 300 mL de solucéo de
EDTA 0,5 mol L, pH 7,4, na proporcédo de 1:10 (m/v) e acrescentou-se as cartilagens
de arraia e cacao desproteinizadas. Durante 40 h, esse sistema foi continuamente

agitadado a 333 rpm com um agitador mecéanico (modelo ja aludido), e a troca da
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solucéo sucedeu a cada 8 h. Decorrido esse tempo, a solu¢cdo desmineralizadora foi
substituida por 20 volumes, 6 L, de agua deionizada gelada na qual as cartilagens
foram lavadas por 10 min sob agitacédo constante a 333 rpm. Este processo de limpeza

ocorreu trés vezes.

2.2.1.3 Extracdo de Colageno Acido Soluvel (ASC)

Concluida a etapa de pré-tratamento, iniciou-se a extracdo de ASC em meio
acido. Para tal, as cartilagens foram imersas em béquer de vidro de 500 mL, contendo
450 mL de acido acético 0,50 mol L, na proporcédo de 1:15 (m/v) e submetidas a
agitacao continua a 333 rpm, com 0 mesmo agitador, por 48 h. Em seguida, filtrou-se
essa mistura em funil de vidro revestido com duas camadas de gaze na qual o residuo
cartilaginoso ficou retido, e o filtrado (solucéo extratora) foi coletado no elermeyer de
500 mL de onde se recolheu uma aliquota de 100 mL para a precipitacdo do ASC. A

Figura 14 mostra o sistema utilizado durante as referidas etapas.

Figura 14. Sistema utilizado nas etapas de pré-tratamento e extracao.
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Precipitagéo do ASC

Como as proteinas possuem muitos grupos laterais carregados, a sua
solubilidade est4 associada a concentragdo dos sais dissolvidos, temperatura, pH e
polaridade do solvente. Logo, a adicdo de sais e solventes, e variacbes de pH e
temperatura podem induzir a sua precipitacdo. Por exemplo, em uma solucdo com
baixa concentracdo de ions, a solubilidade aumenta a medida que os sais séo
adicionados (fendmeno salting in). Contudo, quanto se adiciona mais sal, a
solubildade da proteina decresce novamente, devido a competicdo por moléculas de

agua pelo sal adicionado (fenémeno salting out).36

Portanto, para se chegar nas condi¢des ideais a precipitacado por salting out do
ASC na solucéo filtrada — alcancada pela adicdo de NaCl até uma concentracéao final
de 2,6 mol L? na presenca de Tris(hidroximetillaminometano 0,05 mol L, pH 7,5 —,
primeiramente, dos 450 mL desta, recolheu-se uma aliquota de 100 mL na qual foi
ajustado o seu pH de 3,8 até 7,5. Para isto, acresecentou-se 0,61 g do tampao
Tris(hidroximetil)Jaminometano que alterou o seu pH para 5, e na sequéncia, por meio
de titulacdo com NaOH 8 mol L1 sob agitacdo magnética e banho de gelo, chegou-se
ao pH ideal (7,5). A partir dai, adicionou-se 15,19 g de NaCl que favoreceram a
precipitacdo do ASC nesse meio, observada pela a formacdo de um gel translacido

(disperséo coloidal), como pode ser observado na Figura 15 (a).
Centrifugacédo do ASC

A centrifugacdo é uma técnica util para se separar macromoléculas de uma
solucéo, pois a sua velocidade de sedimentacdo é aumentada quando sao submetidas

a acelaracdes enormes.6

No caso de separaracdo do ASC, a dispersao coloidal foi colocada em
eppendorfs (microtubos de polipropeno de 1,5 e 2,0 mL) e exposta aos campos
centrifugos de 15.300 g durante 1 h, em centrifuga refrigerada a 4 °C (modelo Sigma
Laborzentrifugen 2K15), Figura 15 (b). Finalizada a centrifugacao, imediatamente, os

pellets (precipitados) foram separados dos sobrenadantes, Figura 15 (c).
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Figura 15. (a) ASC precipitado - gel translicido, antes da centrifugacédo, (b) centrifuga refrigerada
e (c) ASC centrifugado - pellets e sobrenadante acima, e pellets isolados a direita.

Dialise do ASC

A base da didlise é a difusdo de solutos.3® Partindo-se dessa premissa, 0

excesso de sal que levou a precipitacdo do ASC foi removido através dessa técnica.

Por meio de uma pipeta de Pasteur, introduziu-se um volume minimo (~0,5 mL)
de acido acético 0,5 mol L* nos microtubos contendo os pellets (ASC precipitado)
para que ocorresse a sua solubilizagdo. Em seguida, todo o material contido nos
microtubos foi transportado para a membrana seletivamente semipermeavel, cujos
poros retiveram as macromoléculas e permitiram apenas a difusdo de espécies

guimicas menores até que atingissem o equilibrio durante o processo de dialise.

Tal tecnica ocorreu em camara fria a 4 °C; inicialmente, por 12 h em 25 volumes,
500 mL, de acido acético 0,1 mol L e na sequéncia, durante 48 h em 25 volumes de
agua destilada. Ambas as solugfes estavam em béquer de vidro de 500 mL e sob

agitagcdo magnética, como no esquema da Figura 16.
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Solvente (CHzCO2H/H20)
Membrana de dialise

Solucéo concentrada

e 7% Barra magnética
\ T Agitador magnético

Figura 16. Esquema representativo do processo de didlise.

Liofilizac&o

A desidratacdo do ASC ocorreu pelo processo de liofilizacdo, congelamento sob
vacuo da amostra e sublimacdo do gelo. A amostra a ser desidratada foi introduzida
em tubo Falcon de 50 mL (polipropeno) que, durante o processo de secagem, 48 h,

ficou acoplado ao liofilizador (modelo L101 LIOTOP), apresentado na Figura 17.

Figura 17. Liofilizador.
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Apos a liofilizacdo da amostra de ASC, o gel transltcido, como observado nas
Figuras 15 (a) e (c), adquiriu aspecto e textura semelantes as de um algodao-doce,

vide Figura 18.

Figura 18. ASC liofilizado: Amostra A3.

Rendimento do ASC

O rendimento da extracdo foi calculado com base na massa obtida do ASC
liofilizado, massa seca, em comparagdo com a massa inicial da cartilagem seca e no

fator de converséo 4,5 ( razdo 450 mL/100 mL), segundo a equacéo 1:

massa obtida
(1)

Rendimento = m X 4,5 x 100%

2.2.2 Caracterizacao do ASC

2.2.2.1 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absorbancia na regido do UV-Vis é empregada para

acompanhar a purificacdo de uma proteina.3¢ Essa técnica serviu para avaliar o éxito
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do processo de desproteinizacdo na etapa de pré-tratamento do ASC, através da

avaliacdo de seus espectros de absorbancia obtidos.

Segundo o método de Kittiphattanabawon e colaboradores,!® preparou-se a
amostra de ASC para a analise de UV-Vis: 4 mg de ASC liofilizado foram dissolvidos
em 4 mL de &cido acético 0,5 mol L'* narazéo 1:1 (m/v), entretanto, a sua solubilizacdo
foi incompleta, e entdo, precisou-se filtrar esse sistema em funil de vidro com duas
camadas de gase. Feito isso, ajustou-se a linha de base com &cido acético 0,5 mol L-
1, e a solucgéo foi posta em cubeta de quartzo, caminho éptico de 1 cm, e submetida a
analise em um espectrofotdmetro (Varian Carey 5000-UV-VIS-NIR), no intervalo de
comprimento de onda de 200-800 nm, velocidade de varredura de 50 nm min?, a

temperatura ambiente.

2.2.2.2 Espectroscopia Vibracional de Absorcdo no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica foi empregada para a identificacdo de grupos funcionais presentes
na amostra de ASC e, assim, determinar a sua composic¢ao estrutural. Isto € possivel
pela sensibilizacdo de modos vibracionais das ligagdes nas moléculas por meio da

interacdo com radiacao eletromagnética de frequéncia apropriada.

Com base na metodologia de Kittiphattanabawon e colaboradores, %16 realizou-
se a espectroscopia de FTIR a partir de 1 mg de ASC liofilizado. Obteve-se 0s seus
espectros em um espectrofotbmetro (modelo Varian 640-IR-FT-IR) com uma
resolucdo de 4 cm?, 16 varreduras, no intervalo de frequéncia de 4000-600 cm, a
temperatura de 25 °C. Antes de se adquirir os espectros do ASC, o acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) foi montado no compartimento, e a linha de base
ajustada. Para isto, executou-se o background (espectro de fundo) com o cristal limpo

e sem a referida amostra.
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2.2.2.3 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG)

A aplicacdo das analises termogravimétricas, TG/DTG, serviu para investigar o
comportamento térmico, perda de massa, do ASC frente a uma taxa de aquecimento
em um dado intervalo de temperatura. As curvas de TG/DTG do ASC foram medidas
de acordo com a metodologia de Santos e colaboradores,** com pequenas
adaptacdes. Colocou-se 5 mg de ASC liofilizado em um cadinho de platina, e um outro
vazio serviu como referéncia a analise de sua estabilidade térmica, realizada em um
equipamento (Shimadzu, modelo DTG-60H), a uma taxa de aquecimento de 20 °C

min® no intervalo de 20-900 °C, em atmosfera de N2 com vazdo 30 mL min-t.

2.2.2.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A fim de medir a estabilidade térmica do ASC, isto é, a sua temperatura de
desnaturacdo (Td), realizou-se a técnica de DSC baseando-se no método de
Kittiphattanabawon e colaboradores.>® Reidratou-se 5 mg de ASC com 200 pL de
agua deionizada na propor¢cao 1:40 (m/v). ApOs dois dias de repouso a 4 °C,
acomodou-se 7 mg dessa amostra em cadinho selado de aluminio, sendo que um
desse, vazio, foi usado como referéncia, e se deu inicio a andlise em um calorimetro
(Shimadzu, modelo DSC-60). A calibracdo da temperatura foi feita com termograma
de indio, sendo que a varredura das duas curvas ocorreu em 1 °C min! no intervalo
de temperatura de 20-50 °C por meio de arrefecimeto com N2 liquido, em atmosfera
inerte, He, com fluxo de vazdo 30 mL min-t. Para o estudo da temperatura de transicdo
(Tmax), ou seja, da temperatura de desnaturacdo (Td) considerou-se apenas a

segunda curva de varredura.
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2.2.2.5 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Segundo o método de Li e colaboradores,* realizou-se simultaneamenta a
eletroforese em gel de poliacrilamida para as 7 amostras de ASC (4 de arraia e 3 de

cacao).

Esse método foi utilizado para se estimar o tamanho (a massa molecular) e a
composicdo das subunidades do ASC. Primeiramente, colocou-se 1 mg de cada
amostra de ASC (liofilizado) em eppendorfs e se acrescentou 200 uL (0,2 mL) de SDS
5%, na proporg¢éo de 1:2 (m/v). Depois, essa mistura ficou durante 1 h sob incubacéo

a 85 °C, em um banho-maria (Grant Y28).

Enquanto isso, preparou-se o gel de poliacrilamida na concentragcido conforme
protocolo: 4% de gel de empilhamento, stacking, (tamp&o Tris-HCI 1 mol L, pH 6,8)
e 7,5% de gel de separacdo, separating, (tampao Tris-HCI 1,5 mol L%, pH 8,8).

Depois de incubadas as amostras, fez-se a sua centrifugacédo (Centriguga
Sigma Laborzentrifugen 2K 15) a 5.000 g durante 10 min, & temperatura ambiente
para a remocao dos pellets. Estes permaneceram nos proprios microtubos, e com uma
micropipeta, recolheu-se apenas a parte sobrenadante, cerca de 15 pL de cada
amostra foram transferidos para outros microtubos e misturados com 5 yL tampéo de
carregamento da amostra (Tris-HCI 60 mmol L2, pH 8,0, contendo 25% de glicerol,
2% de SDS e 0,1% de azul brilhante de Coomassie R-250 (CBBR-250), na proporcéo
4:1 (viv), na presenca de 10% de beta mercaptoetanol (3-ME).

Inseriu-se cada amostra de ASC (4 de arraia e 3 de cacdo) em pocos individuais
da cuba de eletroforese (BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra System), com capacidade
de 20 pL, ja contendo gel de carregamento, e se deu inicio a corrida eletroforética em
fonte BIO-RAD power/pac 3000, corrente de 20 mA, na faixa de tenséo elétrica 100-
130 V durante 1 h:30 min. O equipamento de eletroforese esta apresentado na Figura
19.
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Figura 19. Equipamento de eletroforese.

Ao término da andlise, o gel foi retirado do aparelho e corado ao ser imerso no
corante azul, solu¢do de CBR-250 0,1% (m/v), metanol 45% (v/v) e &cido acético 10%
(v/v), por 30 s e sob aquecimento em microondas. Em seguida, descartou-se o
corante. Entéo, para evidenciar as bandas referentes as proteinas, o gel foi descorado
por 1 h na solucdo de metanol 30% (v/v) e acido acético 10% (v/v), sob agitacéo
magnética. Por fim, estimou-se a massa molecular (MM) das amostras de ASC pela
comparagcdo com a do marcador de proteina de alta massa molecular, padrdo

SeeBlue® Plus 2.

2.2.2.6 Mapeamento de peptideos

O mapeamento peptidico das amostras A e C de ASC seguiu o procedimento

realizado por Zhang e colaboradores.4®

Introduziu-se 1 mg de cada amostra de ASC (liofilizado) em eppendorfs nos
quais se acrescentou 200 pL (0,2 mL) de acido acético 0,5 mol L%, pH 2,7, na
proporcao de 1:2 (m/v), para a sua dissolucdo. Apos isto, adicionou-se a tripsina (EC
3.4.21.4, 1:250) na proporcdo enzima/substrato de 1:2 (m/m) & essa solucdo, que
depois foi incubada a 37 °C por 3 h em banho-maria. Apés incubacao, coletou-se 15
pL desse material e o transferiu para outros microtubos contendo 5 pL de tampéo de
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corrida beta mercaptoetanol. Depois de aguecida em banho-maria a 100 °C por 3 min,
essa mistura foi introduzida nos pocos individuais da cuba de eletroforese, (modelo
apresentado acima) e em seguida, para separar 0s peptideos gerados pela digestéo
com protease, iniciou-se a corrida eletroforética conforme apresentada em topico
anterior. Ao término da corrida, 1 h, o gel foi revelado do mesmo modo ja descrito

acima. O mapa dos peptideos foi comparado com o da literatura.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRE-TRATAMENTO ALCALINO E ACIDO DAS CARTILAGENS
Desproteinizacao

Considerando-se a ionizacdo das cadeias laterais das proteinas, em pH abaixo
ou acima do seu ponto isoelétrico ou isoidnico (pl), que geram a repulséo eletrostatica
das macromoléculas,'#484951 como também, que em pH = 7 existe a predominancia
das formas ibnicas dos residuos de aminoacidos com cadeias laterais
carregadas,®>%4° |ogo, considera-se que o uso da solucdo de hidréxido de sédio
(NaOH) neste processo, provavelmente, permitiu que o grupo carboxila das cadeias
laterais dos acidos aspértico e glutamico tenha permanecido desprotonado (-COO"),
ao passo que o grupo amino das cadeias laterais da arginina, lisina e histidina fosse
desprotonado (—NHz2).

De acordo com Boran e colaboradores,*° a alcalinizacédo leva a glutamina e a
asparagina a perderem seus grupos amino, e isto acarreta a diminuicdo do pl do
colageno quando os mesmos sao convertidos em residuos de acidos glutamico e

aspartico, respectivamente.

Portanto, pode-se inferir, que o pH > 7 foi determinante para que as interacoes
intermoleculares entre aglomerados proteicos e ndo proteicos fossem
desestabilizadas, e desta forma, as proteinas ndo colagenas foram solvatadas pelo

solvente alcalino, sendo entdo separadas.

Este procedimento teve como proposito a eliminagdo de proteoglicanos,
polissacarideos, proteinas plasmaticas e outras proteinas ndo colagenas, de modo a
viabilizar as condicGes ideais para o isolamento do ASC.141647 Para este fim, baseou-
se nas diferentes interagfes dessas macromoléculas com a solucéo de hidroxido de
sodio (NaOH).36

Supostamente, 0s grupos ionizaveis dos aminoacidos foram hidroxila (-OH) e
amino (-NH2) das cadeias laterais polares neutras, e carboxila (-COOH) das cadeias
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laterais &cidas, permaneceram com suas cargas negativas. Também, pode ter
ocorrido a quebra de ligacdes hidrogénio entre proteinas nao-colagenas e o0s
proteoglicanos, cujas cadeias GAGs, em pH fisioldgico, apresentam os grupos sulfato
(—-SO3Y) ionizado, consequentemente, a presenca de contra-ions, como 0s cations
Na*, promoveu a remocao dessas macromoléculas. Em consequéncia disso tudo, e
considerando-se que o pl do colageno estava abaixo do pH da solucédo, pode-se
deduzir, que a proteina alvo tenha sido separada das macromoléculas ndo-proteicas
quando estas foram solubilizadas.®64%4° Segundo Chi e colaboradores,’* a
solubilidade do ASC é maior na faixa de pH 1 a 4, sendo maxima em pH 2, diminui

significativamente em pH 7 e antinge a mimima em pH maior que 11.

Por fim, presume-se que o inchaco do tecido cartilaginoso, provocado pelo
tratamento alcalino, favoreceu o afrouxamento da matriz e posterior remoc¢édo de
macromoléculas. O éxito do resultado se baseia no tempo, temperatura e
concentracdo da solugéo alcalina,?® e Segundo Kittiphattanabawon e colaboradores,*®
esta relacionado a inexisténcia de um pico de absor¢do maxima a 280 nm da tirosina.
Este fato péde ser apurado pela analise de espectros de UV-Vis, Figuras 21, 22 e 23,
0S quais ndo apresentaram nenhuma absor¢cao nesse comprimento de onda. Diante

dos argumentos expostos, considera-se eficiéncia dessa etapa de desproteinizacao.

Ressalta-se, que o mesmo principio foi considerado para extracdo do ASC em
solugdo de CHsCO2zH, que ocorreu sob condi¢bes brandas de pH. Segundo o relato
de Shon e colaboradores, a forca do acido afeta o pH do colageno. Logo, tornou-se
soluvel devido ao inchago, ap6s a desorganiza¢do de sua estrutura pela quebra de

algumas ligac@es fracas.
Desmineralizacao

O objetivo desta etapa foi eliminar os ions Ca?* presentes em alguns pontos
calcificados da matriz cartilaginosa.'>1® Por esta razdo, o processo é conhecido

também como descalcificagao.

Supostamente, esses cations foram extraidos da referida matriz pela sua
complexacdo com o EDTA em pH 7,4.1416 Este valor corresponde a constante de

formacéo (log Kr10,69) do complexo metal-EDTA, [Ca(EDTA)]%, que é especifica aos
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fons Ca?*. Isto &, para uma complexacdo seletiva dessa espécie catidnica,*® pois, na
escala de pH minimo para a titulacdo efetiva de ions metalicos com EDTA, o pH 7,4,
corresponde aos os fons Ca?*, esta situado entre os valores de pH 7 e 8 para os
respectivos ions Mg?* e Sr?*.48 A Figura 20 representa tal complexo.

Figura 20. Complexo [Ca(EDTA)]Z.

BN

Apresenta-se, a seguir, uma breve retomada a constituicdo do tecido
cartilaginoso como forma de entender e demonstrar a complexidade de se extrair e

purificar uma molécula alvo de seu meio natural, neste caso, o colageno.

Para a realizagdo dos procedimentos usuais de solubilizagéo, filtrac&o,
centrifugacéo, didlise e eletroforese sdo imprescindiveis algumas informacdes das
propriedades fisico-quimicas e afinidades bioldgicas da proteina. Por exemplo, massa
molecular, solubilidade, carga elétrica, ponto isoelétrico, afinidade por ligantes,
interagbes intra e inter-moleculares. O controle de pH, temperatura, enzimas
degradativas, adsorcdo as superficies e tempo de armazenamento é relevante para a

estabilizacdo da mesma durante os processos envolvidos.3¢

Os tecidos cartilaginoso e 6sseo sdo formas altamente especializadas de tecido
conjuntivo cujos constituintes extracelulares séao sintetizados por células fibroblastos
mais especificas: condroblastos, produtores do colageno tipo Il, caracteristico da

matriz cartilaginosa, e osteoblastos, que secretam o colageno tipo | da matriz
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6ssea.?*36 Os constituintes estruturais basicos dessas matrizes, além do colageno,
sao a proteina elastina, os polissacarideos, glicosaminoglicanos, e as glicoproteinas,

proteoglicanos, laminina e fibronectina.3#3%36

Os glicosaminoglicanos, denominados GAGs, sao heteropolissacarideos
lineares compostos por unidades dissacaridicas alternadas, que na sua maioria estao
presentes os grupos sulfato (-SO3’) e carboxilato (—COQO"). Estes grupos conferem
alta densidade de cargas negativas ao longo da cadeia GAG e, assim, acaba por atrair
cations como Ca?*, Na* e K*.3%36As forcas repulsivas entre grupos carregados
vizinhos na cadeia sdo minimizadas em funcédo de seu alto potencial hidrofilico, que

leva a uma conformacéo estendida da mesma quando em solug&o.343%

Os proteoglicanos sao glicoproteinas que consistem de uma proteina central a
qual pelo menos uma cadeia lateral GAG esta ligada covalentemente. No espaco
extracelular, suas cadeias GAGs formam uma substéncia viscosa altamente hidratada
na qual estdo entrelacadas as fibras elaticas, reticulares e colagenas. O agrecano € o
principal proteoglicano da cartilagem, sendo responsavel pela sua consisténcia
flexivel, porém, bem resistente. Quando sua molécula, com cerca de 130 cadeias
laterais GAGs, de sulfatos de condroitina e queratana, se associa por ligacées nao
covalentes a uma Unica molécula linear de hialuronana (GAG néo-sulfatada) gera um

enorme agregado supramolecular.29-34-3¢

A estrutura Unica em tripla hélice do tropocolageno € formada por trés cadeias
polipeptidicas voltadas para esquerda, contendo cada uma delas, unidades repetitivas
em uma sequéncia de trés aminoacidos, geralmente, glicina, prolina e hidroxiprolina.
Também, contém altos indices de acidos imino (hidroxiprolina e hidroxilisina, dois

exclusivos aminoacidos modificados).*°

7

O endoesqueleto dos peixes cartilaginosos € formado por cartilagem
embrionaria, isto significa que ndo é constituida por osso. Porém, torna-se calcificada
guando os espacos da matriz cartilaginosa sao preenchidos pela deposicéao de ions
Ca?* do fosfato de calcio, na forma de cristais de hidroxiapatita.?>3436 Este sal confere
uma caracteristica bem conhecida da coluna vertebral dos tubardes, a calcificacdo no

corpo de suas vértebras.3*
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A organizagao estrutural dos tecidos animais resulta de diversas interacdes
entre as biomoléculas, principalmente coladgeno e proteoglicanos.*® A conformagcéo
destes ultimos pode ser alterada drasticamente pela forga ibnica, condicées osmoticas
e pH do meio.3* Isso porque os potenciais hidrofilico e ani6nico de suas cadeias
laterais GAGs atraem cations como Na*, que sdo osmoticamente ativos e, por isso,
levam a matriz a absorver grande volume de agua, cuja presséo faz com que a mesma

se distenda.34:36

As proteinas apresentam uma variedade de formas que estdo diretamente
relacionadas com as interacdes entre seus aminoacidos. A ionizacdo das cadeias
laterais de alguns aminoacidos leva a distribuicdo de cargas ao longo da cadeia
polipeptidica, consequentemente, essa propriedade elétrica acaba influenciando em

sua solubilidade.34-36

As proteinas sdo consideradas acidos e bases poliproticos, dependendo das
condicbes de pH em que estdo submetidas, podem doar ou receber mais de um
préton.*8 Em pH isoelétrico do meio, 0s grupos ionizaveis amino (—-NHz) e carboxila (—
COOH), estdo nas respectivas formas: protonada (—NHs*) e desprotonada (—COOQO"),
ou seja, zwitterion neutro, de carga liquida igual a zero. Este valor € tido como
referencial para a solubilidade de proteinas, uma vez que cada aminoacido, peptideo

e proteina tem o seu pl especifico.344849

Para uma proteina, o ponto isoelétrico € o pH no qual a proteina ndo apresenta
nenhuma carga liquida.*® Logo, acima ou abaixo do mesmo, as proteinas estéo
carregadas positiva ou negativamente e poderdo se solubilizar devido a maior
interacd0 com O mMeio aquoso e menor interacdo proteina-proteina (repulsao
eletrostatica).34484° A diferenca dos pl é vantajosa para separar uma mistura de

aminoacidos ou proteinas.*

Os residuos de aminoacidos com cadeias laterais neutras tém pl proximos da
neutralidade, pH 5,0-6,5. Ja os com cadeias laterais acidas tém pl em pH mais baixo,
o qual impede a dissociacdo do grupo carboxilico extra da cadeia lateral; e os trés
aminoacidos com cadeias laterais basicas possuem pl em pH alto, evitando a

protonacdo grupo amino extra da cadeia lateral.*® Deste modo, um desses grupos
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ionizaveis prevalecera, isto €, na forma anibnica ou catibnica, ou ainda, zwitteribnica

(dipolar), no pH que é estabelecido no pl da proteina em questédo.36:4°

Na composicao total de 19 residuos de aminoacidos do ASC a partir da
cartilagem de elasmobranquios, cerca de 73% sao neutros (47% apolares e 26%

polares neutros), 16% basicos e 11% acidos.14-16:37

Os pontos isoelétricos do ASC isolado das cartilagens de Tubardo-bambu
(Chiloscyllium punctatum) e Tubardo-galha-preta (Carcharhinus limbatus) foram
estimados em torno de 6,53 e 6,96, respectivamente, por Kittiphattanabawon e
colaboradores.'® Também, estes pesquisadores obtiveram o valor 6,21 para o ASC
extraido da pele de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum).’® O pl ~ 7 foi
encontrado por Chi e colaboradores!4 para o ASC das cartilagens de Tubardo-martelo
(Sphyrna lewini, ASC-S), Arraia-vermelha (Dasyatis akajei, ASC-D) e Patim (Raja
porosa, ASC-R). Li et al.*® identificaram uma regido de 6,0 a 9,0 para o pl de ASC
obtido da pele e do osso de Cavala-espanhola (Scomberomorous niphonius). O pl 7,3
do coldgeno em po, extraido da pele da arraia Raja kenojei, foi encontrado por Shon

e colaboradores.®° Por fim, o pl 6,6 para o colageno foi encontrado na literatura.3®

Os tecidos embrionérios de vertebrados séo facilmente dissociaveis quando
tratados com EDTA e enzimas proteoliticas em baixas concentra¢des para a remocao
de ions calcio. Esse tratamento rompe as interacdes proteina-proteina que dependem

de cétions bivalentes para manter a adeséao celular da matriz extracelular.34

Em virtude do efeito quelante do EDTA, seu uso é muito comum em quimica
analitica e nas industrias de alimentos para 0 sequestro de ions metalicos. Em meio
aguoso e pH nos limites fisiologicos, esse poliacido atua como base de Lewis para

formar complexos metalicos estaveis, metal-quelato, com os ions metalicos.*852
Rendimento de Extracdo do ASC

Conforme a Equacéo 1 ja apresentada, calculou-se o rendimento de extracao
do ASC de cada amostra com base em sua massa liofilizada (seca). A analise
estatistica (realizada pelo programa Excell 2013 para Windows 10) forneceu as
meédias dos valores de rendimento com os desvios padréo de 1,40 = 0,10% e 0,47 *
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0,28% para A (arraia) e C (cacdo), respectivamente. Esses valores estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Rendimento, média e desvio padrdo das amostras A e C de ASC.

Amostra Rendimento* (%) Média * Desvio padrao (%)

AA 1,80 -

A1 1,26

A2 1,44 1,40 + 0,10

A3 1,41

C1 0,78

C2 0,23 0,47 + 0,28

C3 0,41

*Rendimento calculado com base na massa liofilizada (seca) de ASC

Durante a etapa de precipitacdo do ASC da amostra AA, apos adicao de Tris,
0 ajuste de pH com NaOH 8,0 mol Lt deveria atingir o pH 7,5, porém chegou a 8,9.
Portanto, foi necessario a sua reducdo com acido acético. Por isto, a sua exclusédo do
calculo da média e desvio padréo das amostras de arraia. Contudo, pressupde-se que
esse procedimento nao interferiu no rendimento dessa amostra, jA que se mostrou

ligeiramente maior do que as outras, como pode ser verificado na Tabela 6.

Apesar de as médias obtidas ndo terem sido expressivas, ao se atentar para
os valores dos desvios padrdo das amostras de arraia, A1, A2 e A3, na Tabela 6,
observa-se que a dispersdo de cada rendimento em relacdo a média € menor do que
a disperséo dos rendimentos encontrados na literatura,*#'® massas seca e Umida de
ASC. Portanto, verifica-se que esses dados podem apontar para repetitividade do
método utilizado neste estudo para o isolamento do ASC. Para as amostras de cacao,

C1, C2 e C3, essa disperséao foi menor para a massa Umida.
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Chi et al** fizeram a extracdo do ASC das cartilagens de Tubardo-martelo
(Sphyrna lewini), Arraia-vermelha (Dasyatis akajei) e Patim (Raja porosa), e obtiveram
0s respectivos rendimentos 5,64 £ 0,41%, 8,72 + 0,31% e 6,74 £ 0,28% (baseados na
massa Umida da cartilagem). Segundo os autores, as diferencas no rendimento dessa
extracdo podem ser atribuidas a desigualdade das espécies, estrutura do tecido e

preparacdo do método.

Para o ASC extraido da pele de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum) por
Kittiphattanabawon e colaboradores,*® o rendimento obtido foi 9,38% (com referéncia
na massa Umida). Conforme os pesquisadores, esse resultado estd associado a
solubilizagcédo incompleta do colageno da pele de tubardo em acido acético 0,5 mol L-
1. Amolécula de colageno nesse tipo de tecido é mais suscetivel as ligacdes cruzadas,
gue sao mediadas por ligacGes covalentes devido a condensacao de grupos aldeido
na regido do telopeptideo. Também, as ligacdes cruzadas inter-moleculares podem

diminuir a solubilidade do colageno na solucao acida que foi utilizada para extracao.

Os rendimentos obtidos das cartilagens de Tubardo-bambu (Chiloscyllium
punctatum) e Tubaréo-galha-preta (Carcharhinus limbatus) foram respectivamente,
1,27 £ 0,24% e 1,04 + 0,11% (com base na massa seca), e 0,42% e 0,31% (massa
Umida).'® Ao comparar esses resultados com os obtidos de outros peixes, 0s autores
relacionaram esses baixos valores com a dificuldade de extracao do colageno a partir
das cartilagens de ambas espécies do que da pele de peixes, porque o0 mesmo pode
ser apresentado sob a forma complexa. A cartilagem de tubardo pode conter inUmeras
ligacBes cruzadas inter-moleculares na regiao do telopeptideo, que € mais provavel a
solubilizacdo do mesmo por digestdo com pepsina e assim, implicando em um maior

teor de colageno.

Atentando-se para esse Ultimo paragrafo, observa-se que a média dos
rendimentos das amostras Al, A2 e A3 é maior do que as médias encontradas nos
rendimentos do ASC do Tubardes bambu e galha-preta. Ressalta-se, ainda, que a
meédia das amostras C1, C2 e C3 também é maior do que as meédias calculadas com

base na massa umida dos referidos peixes.
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3.2 CARACTERIZACAO DO ASC

As seclBes a seguir apresentam as técnicas que foram aplicadas para a
caracterizacdo do ASC. O uso de técnicas complementares foi imprescindivel para se
obter informacdes mais conclusivas referentes a sua estrutura, composicdo e
propriedades fisico-quimicas, tais como estabilidade térmica e perda de massa em

funcdo da temperatura.

3.2.1 Técnicas Espectroscopicas

As técnicas espectroscopicas nas regides do espectro eletromagnético
correspondentes ao Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e Infravermelho (IR) ttm como base
a interacdo da matéria com um foton. Este Ultimo, por apresentar uma frequéncia
definida, faz com que a matéria “responda” a este estimulo de maneira bem
caracteristica. Na espectroscopia UV-Vis, esta resposta se da por meio de transi¢cdes
eletrbnicas na faixa de 200-400 nm do ultravioleta e 400-800 nm do visivel. Enquanto
gue na espectroscopia IR, promovida por f6tons com comprimento de onda entre

4000 e 400 cm™ , esta resposta se da por transicdes vibracionais.>?

A técnica UV-Vis tem apresentado importantes aplicacdes no controle de
processos, entretanto, as suas desvantagens relacionadas a seletividade espectral, e
associacdo de bandas podem ser contornados com o emprego da técnica de

infravermelho, na qual os espectros obtidos sdo mais representativos.>*

As vantagens da técnica IR com transformada de Fourier sédo varredura rapida
das medidas espectrais, alta precisdo e reduzida, ou nenhuma preparacdo da
amostra. A utilizacdo do acessorio ATR (Reflexdo Total Atenuada), cristal
transparente, é vantajoso devido a capacidade de medir amostras liquidas e soélidas

sem a necessidade de esmagamento ou diluicdo durante a preparacéo.>*
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3.2.1.1 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Ultra Violeta-Visivel (UV-Vis)

Os polipeptideos absorvem fortemente energia entre 200-400 nm do espectro
de UV-Vis. Por isso, a espectroscopia de absorbancia a 280 nm pode ser aplicada
para acompanhar a purificacdo de uma proteina com cadeias laterais aromaticas dos
aminoacidos fenilalanina (Phe), triptofano (Trp) e tirosina (Tyr). Estes tém alto

coeficiente de absorcdo molar (¢) nessa regido do espectro.3®

Nos artigos de referéncia,'*1637 esses residuos de aminoacido aparecem em
baixas quantidades na analise de composicao de aminoacidos do ASC da cartilagem
de elasmobranquios. Supostamente, o triptofano ndo compde esse tipo de tecido, uma
vez que 0 mesmo nao aparece na tabela de resultados desses artigos.

De acordo com a literatura cientifica, os grupos substituintes dos compostos
aromaticos, carboxilatos, aminas primaria e secundaria absorvem entre 230 < Amax <
280 nm.>

Zhang e colaboradores*® obtiveram uma absorcdo a 233 nm e nenhuma a 280
nm para o ASC isolado da pele de Peixe-gato (Mystus macropterus). De um modo

geral, segundo esses pesquisadores, 0 Amax de proteinas, no UV-Vis, & 280 nm.

Para o ASC extraido da pele de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum), por
Kittiphattanabawon e colaboradores,**foi encontrada apenas uma absorcéao a 230 nm.
De acordo com seus relatos, nenhum pico a 280 nm € indicativo para uma elevada
eficacia da remocédo de proteinas nao-colagenas, pois o colageno, geralmente, tem
uma baixa quantidade de tirosina que poderia apresentar uma absorbancia na regiao
de 280 nm do UV-Vis.

Duan e colaboradores®® observaram sé uma absorbancia a 223 nm para o ASC
a partir da pele, escama e osso de Carpa (Cyprinus carpio). Este pico, relataram os

mesmos, € caracteristico do colageno em tripla hélice.

Nas Figuras 21, 22 e 23, sao apresentados os espectros UV-Vis do ASC das
amostras A e C, obtidas neste trabalho de dissertacdo. Apos analise dos mesmos,
observou-se que as absorbéancias das amostras AA-A3 e C1-C3 nao apresentaram
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diferencas significativas, cujos valores foram 230 nm e 273 nm, e 230 e 271 nm,
respectivamente. Essa certa similaridade pode ser melhor observada nos espectros
de A3 e C3.

Na interpretacéo desses espectros, ndo se observou nenhuma absorbancia a
280 nm, que esta relacionada a baixa quantidade de tirosina na molécula de colageno
e que poderia absorver energia nesse comprimento de onda do espectro de UV-Vis,
0 que apontaria para a ineficacia do tratamento alcalino.'>%® Esse resultado esta em
conformidade com os obtidos pelos pesquisadores, supracitados. Portanto, presume-

se que o processo de desproteinizacdo das cartilagens foi bem sucedido.
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Figura 21. Espectros UV-Vis das amostras AA, Al, A2 e A3 de ASC.
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3.2.1.2 Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho é utlizada principalmente para se obter
informacdes sobre os grupos funcionais presentes na estrutura de uma molécula. A
interpretacéo de seus espectros, na regiéo entre 4000 e 1100 cm, é fundamentada
nos possiveis modos vibracionas de estiramento (v) e deformacao (d) de ligacbes C-

C, C-H, C-0, C=0, N-H, O-H e outras que possam identificar grupos funcionais.>3>6

Os espectros FTIR das amostras A e C de ASC estdo apresentados nas Figuras
24, 25 e 26. Para efeito de identificacdo de grupos funcionais presentes na estrutura

do ASC, considerou-se as principais bandas nos referidos espectros, vide Tabela 7.

Usualmente, a andlise de amostras protéicas por FTIR costuma observar as
seguintes regides caracteristicas da presenca do grupo funcional amida: amida | =
1651 e 1649 cmt; amida Il = 1553 e 1552 cm!; amida Il = 1239 e 1239 cm™ + 1456
e 1455 cmt; amida A = 3313 e 3313 cm?; amida B = 2981 e 2980 cm. Os espectros
das amostras A e C apresentaram as absorcdes esperadas, além de picos em 2359

cm atribuidos a CO..

Tabela 7. Principais absor¢8es do espectro de FTIR das amostras A e C de ASC, grupos funcionais e

modos vibracionais das ligacoes.

N* de ondas (cm™)  Grupo funcional e modos vibracionais das ligagoes
(estiramento, v & deformacéo, §)

3313 e 3313 Amida A (oN-H)

2981 e 2080 Amida B (pC-H)

1649 & 1651 Amida | (uN-H e uC=0lligacio H acoplada ao COOr)
1553 e 1552 Amida Il (6N-H e vC-H)

1239 e 1239 Amida Il (0C-N & GN-H)

1456 & 1455

Amida Il (uC-N, BN-H e 8C-H da banda CH: da glicina e do anel pirrolidinico)
1085 e 1082
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A regido da amida | é utilizada especialmente para a analise da estrutura
secundaria das proteinas.3’” Nessa regido, apareceu uma banda de forte intensidade
a 1651 e 1649 cm, correspondente as vibracdes de estiramento C=0 (1600-1700
cm™?) de grupo carboxilico, realizando ligacdo hidrogénio com os grupos N-H de
ligacdes petidicas de cadeias proximas.'* Estas ddo estabilidade a estrutura
secundaria (tripla a-hélice) da molécula de colageno. A referida banda é associada,
principalmente, a presenca de vibracdo do estiramento C=0O acoplada com as
vibracOes de estiramento N-H, estiramento C-N e deformagéo C-C-N, ou vibracao de
ligacdo hidrogénio acoplada com COQO" nas ligacGes peptidicas.51645

Esses valores apontam que, durante o processo de pesca, beneficiamento da
carne, distribuicdo para o mercado, exposi¢cdo, compra e posterior extracdo, nao
houve desnaturacdo significativa da molécula de ASC, ou seja, a sua estrutura

secundaria foi preservada.>16

Na regido da amida Il, notou-se uma banda de média intensidade, na faixa 1553
e 1552 cm?, a qual esta associada a estrutura de tripla hélice do colageno.®’ Essa
banda resulta da vibracdo de deformacdo N-H no plano, acoplada com vibracdo de
estiramento C-N. A intensidade da mesma esté relacionada a estrutura helicoidal de
tripla hélice.’>37 Valores mais baixos que 1550-1600 cm™ sdo caracteristicos de
ligacdo hidrogénio, dessa forma, A e C aprentaram conformidade em sua estrutura

secundaria.l45°

As bandas de fraca intensidade estdo na regido da amida Ill, absor¢cbes em
1239 cm, também, 1456 e 1455 cm™, representam as vibragGes de estiramento C-N,
acoplada com deformacfes N-H de ligacdes amidicas e C-H do grupo CH:2 da
estrutura da glicina e das cadeias laterais da prolina. E ainda, absor¢cfes em 1085 e
1082 cm™ das vibragdes de estiramento C-O.1437:45 Essas bandas de A e C, revelaram
gue a estrutura tripla helicoidal do ASC néo foi afetada, ou seja, desnaturada. Isto
pdde ser confirmado a partir da razdo entre indices de absor¢do da amida Ill, 1239

cm/1455 cm?, cujos valores foram ~1.14-16.55

Algumas bandas largas de fraca intensidade foram verificadas em 3313 cm™,

regido das amidas A, que apresentam vibracbes de estiramento simétrico N-H
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acoplada com ligacédo hidrogénio em ~ 3300 cm™. Também, verificou-se bandas de
fraca intensidade a 2981 e 2980 cm, caracteristico da regido da amida B cujo
estiramento assimétrico CH2 ocorre em ~2962 cm™. A vibracdo de estiramento
assimétrico de N-H livre ocorre na regido entre 3400 e 3440 cm™, mas pode ser
deslocada para uma de baixa frequéncia, geralmente 3300 cmt, quando o grupo NH

de um peptideo esta envolvido em uma ligacdo hidrogénio.4-16.5

Com base nos resultados apresentados na literatura,'#163755 e nas andlises
individuais dos espectros de A e C, Figuras 24 e 25 respectivamente, assim como,
dos espectros de ambas as amostras na Figura 26, identificou-se a presenca de
grupos funcionais caracteristicos de polipeptideos. Os valores encontrados dos

nameros de onda das amidas |, Il e Ill estdo diretamente associados a configuracéo
do ASC.%4
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Figura 24. Espectros FTIR das amostras AA, Al, A2 e A3 de ASC.
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3.2.2 Andalises Térmicas

As técnicas de analises térmicas TG/DTG e DSC foram aplicadas neste estudo
para complementar a caracterizacdo do ASC, nas quais suas propriedades térmicas
de estabilidade, degradacéo, decomposicao, oxidacédo e transicdo foram investigadas

em funcéo da temperatura e tempo.

As técnicas termoanaliticas constituem um conjunto de técnicas que medem a
variacdo de uma determinada propriedade fisica de uma amostra em funcdo da
temperatura ou tempo, enquanto a mesma é submetida a uma programacao

controlada de temperatura.5’:58

Dentre essas técnicas, TG/DTG e DSC tém sido empregadas em varias areas
de pesquisa para diferentes aplicacdes praticas, por exemplo, caracterizacdo de
diversos materiais. Cada uma com a habilidade de acompanhar uma propriedade

fisica especifica.>” 58

A Termogravimetria (TG) € uma técnica de analise térmica utilizada para medir
as variacdes de massa da amostra em funcdo da temperatura, e/ou tempo (com a
temperatura constante). Durante o aquecimento podem ser verificadas perdas de
massa atribuidas a desidratacdo ou decomposi¢do da amostra, entre outros eventos.
A DTG corresponde a derivada primeira da variagdo de massa em relacdo ao tempo
(dm/dt) ou temperatura (dm/dT), as curvas sdo registradas a partir das curvas TG.58

Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) € uma técnica que mede a energia
envolvida nos eventos térmicos associada as transicées termodindmicas da amostra
em funcdo da temperatura ou tempo. A capacidade calorifica e mudanca de fase séao
eventos térmicos observados durante a medida de variagdo de entalpia da amostra,
entre outros. A variagdo de entalpia (AH) é dada pela diferenca entre a temperatura

da amostra (Ta) e a temperatura da referéncia (Tr).5":%8
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3.2.2.1 Termogravimetria (TG)/Termogravimetria Derivada (DTG)

As curvas TG/DTG das amostras AA, Al e C1 de ASC sao mostradas nas
respectivas Figuras 27, 28 e 29. Nestas, observar-se picos durante o decaimento de
massa desse material em cada evento térmico (desidratacdo, degradacao,
decomposicao e carbonizacdo). Por meio da andlise dessas curvas, constatou-se que
AA e Al apresentaram 4 estagios, enquanto os eventos de C1 parecem ter 3 ou 4

estagios, provavelmente, 2 destes ocorreram de modo simultaneo.
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Figura 27. Curvas TG/DTG da amostra AA de ASC.
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A curva TG/DTG de AA apresentou a perda de massa em 4 estégios: primeiro,
entre 69 e 325 °C, atribuido a desidratacdo da molécula de colageno; segundo e
terceiro, entre 325 a 600 °C, relacionados as respectivas degradacgéo parcial da cadeia
polipeptidica pela quebra de ligacdes fracas, dipolo-dipolo entre heteroatomos C-OH
e C-N (43% em massa), e degradacao total da cadeia polipeptidica pelo rompimento
de ligacfes covalentes entre atomos de carbono C-C (29% em massa); quarto, acima

de 600 °C, carbonizacdo da matéria organica (6% em massa).*4>°

Na curva TG/DTG de Al, também observou-se 4 estagios: primeiro,
desidratacdo da molécula de colageno ocorrida entre 57 e 220 °C; segundo, entre 220
a 397 °C, degradacéao parcial da cadeia polipeptidica pela quebra de ligac6es fracas
C-OH e C-N (29% em massa); terceiro, entre 397 e 600 °C, degradacéao total da
cadeia polipeptidica pelo rompimento de ligacbes C-C (37% em massa); quarto,

carbonizacdo da matéria organica (9% em massa) acima de 600 °C.4459

A curva TG/DTG de C1 apresentou, aparentemente, 3 estagios. Talvez, tenha
sido 4, sendo 2 simultdneos como em AA, entretanto, na curva TG desta amostra 0os
ficaram mais evidenciados do que em C1: primeiro, entre 32 e 266 °C, desidratacéo
da molécula; segundo e terceiro, entre 266 a 538 °C, relacionados as respectivas
degradacdo parcial da cadeia polipeptidica pela quebra de ligagdes C-OH e C-N, e
degradacéo total da cadeia polipeptidica pelo rompimento de ligacées C-C (43% em

massa); quarto, carbonizacdo da matéria organica (28%, em massa) acima de 538 °C
44,59

Dentre os eventos observados, as trés amostras apresentaram maiores
percentuais de perda de matéria organica ( AA, 72%; Al, 66% e C1, 43%,
respectivamente) em relacdo aos seus respectivos percentuais de perda de cinzas,
6%, 9% e 28%. Das trés amostras, nota-se que C1 apresentou o maior percentual de

perda de cinzas, entretanto, menor de matéria organica.

Em relagdo ao comportamento térmico das amostras, diante da taxa de
aguecimento que foram submetidas, AA e A1 mostraram-se semelhantes quanto aos

nameros de estagios, ao passo que C1 parece ter exibido dois eventos em um Unico
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estagio, como pode se observar na Tabela 8 e Figuras 27, 28 e 29. As curvas TG/DTG

das amostras A2 e A3 estao apresentados no anexo.

Tabela 8. Eventos de cada estagio das curvas TG/DTG das amostras AA, Al e C1 de ASC.

Amostra AA

Estagio 1° 2° 3 40
Temperatura (°C) (69-325) (325-600) (325-600) (=600)
Perda de massa (%) - 43 29 6
Eventos Perda de agua  Degradacdo Degradacdo  Carbonizacdo
Amostra A1

Estagio 1° 2° 3° 4°
Temperatura (°C) (57-220) (220-397) (397-600) (>600)
Perda de massa (%) - 29 37 9
Eventos Perda de agua Degradacdo Degradacdo  Carbonizacdo
Amostra C1

Estagio 1° 2° 3° 40
Temperatura (°C) (32-266) (266-538) (226-538 ) (>538)
Perda de massa (%) - 43 43 28
Eventos Perda de agua  Degradacio Degradacdo  Carbonizacio

Nos estudos realizados por Tonhi®® para a obtencdo e caracterizacdo de
blendas de colageno-quitosana, a curva TG/DTG da perda de massa do colageno de
mamifero, extraido serosa suina, apresentou 2 estagios: primeiro, perda de agua
(14,5% em massa) na faixa de 25-200 °C; segundo, degradacao polimérica (61,8%
em massa) de 200-500 °C; quantidade de residuo (21,2% em massa) a 600 °C.

Na literatura, o resultado da analise centesimal (imediata ou elementar) para o
ASC de elasmobranquios apontou certa similaridade em sua composic¢éo, que teve 0
maior percentual no teor de matéria organica (proteinas e lipideos) e variacdes do
mesmo, nos teores de cinzas e umidade. Por exemplo: cartilagens de Tubarao-

martelo, Arraia-vermella e Patim foram respectivamente 94,96, 80,69 e 91,04% de
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matéria organica, 4,58, 14,60 e 7,66% de cinzas, e 0,50, 4,86 e 0,85% de umidade
(também, o colageno de pele de mamifero, bezerro, teve os seus percentuais de
matéria organica, cinzas e umidade apresentados, respectivamente 87,30, 8,18, e
4,62%);* peles de Patim mostraram 86,75% de matéria organica, 3,38% de cinzas, e
7,01% de umidade.®® Por fim, a cartilagem de Tubardo-prata, entretanto, apresentou
baixo percentual de matéria organica,10,64%, ao passo que o de umidade foi alto,
63,56%, e de cinzas foi 25,41%.%’

Portanto, pode-se concluir que os resultados deste trabalho estdo em
conformidade com os apresentados nos artigos de referéncia, acima, para os maiores

teores de proteinas, obtidos por andlise centesimal.

3.2.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A estabilidade térmica da amostra A2 de ASC pdde ser analisada em
termograma de DSC. Esta andlise gerou uma curva de transi¢cao térmica na qual a
temperatura maxima de transicdo do ASC foi em 40 °C e uma entalpia total de

desnaturacéo (AH) de 0,23 J g1, como podem ser vistas na Figura 30.
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Figura 30. Curva DSC da amostra A2 de ASC apresentando um pico endotérmico na temperatura de
desnaturagéo (Tq) e variagdo de entalpia (AH).
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O evento observado em A2, corresponde a temperatura de desnaturagéo (Td)
de ASC, cujo valor aponta que ndo houve alteracdo em sua estrutura de tripla hélice,

0 que levaria a perda de suas caracteristicas.®1637

A desnaturacgéo térmica representa o desdobramento da tripla hélice para uma
conformacao aleatdria. Isto faz com que o colageno perca as suas caracteriticas

Gnicas.3’

O resultado do processo de transi¢do térmica de A2 mostrou que a quantidade
de calor, ou seja, a entalpia total de desnaturacdo foi menor do que as apresentadas
para o ASC das cartilagens de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum) e Tubaréo-
galha-preta (Carcharhinus limbatus),*® respectivamente 1,55 e 0,70 J g1; e da pele de
Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum),® 0,66 J g*. Isto indica que A2 absorveu

menos calor que essas espécies.

Apresenta-se a seguir, as diferentes Tds do ASC as quais estdo na ordem de
suas respectivas espécies: 36,7 e 36,3 °C das cartilagens do Tubar&o-bambu
(Chiloscyllium punctatum) e Tubardo-galha-preta (Carcharhinus limbatus);'® 23,8,
15,1 e 12,1 °C das cartilagens de Tubardo-martelo (Sphyrna lewini, ASC-S), Arraia-
vermelha (Dasyatis akajei, ASC-D) e Patim (Raja porosa, ASC-R);!* 34,5 °C da pele
de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum);*®> 30,0 °C do ASC (Tipo Il) da
cartilagem do Tubardo-prateado (Carcharhinus albimarginatus);®’ e 28,8 °C da pele

da arraia (Raja Kenojei);?°

O resultado aponta que a Td do ASC obtida para A2, Rajidae spp, é bem
préoxima dos valores das Tds de algumas dessas espécies. A saber, do ASC da pele
e das cartilagens de Tubardo-bambu e das cartilagens de Tubardo-galha-preta,
porém, bem maior que as Tds do ASC da Raja porosa e Raja Kenojei, embora sejam
da mesma familia Rajidae. Entretanto, o valor da primeira se mostrou bem proximo ao
gue foi exibido para Dasyatis akajei, da familia Dasyatidae. Enquanto, que os valores
das diferentes espécies de tubardo mostraram-se bem proximos, mesmo que o ASC

tenha sido obtido de pele ou cartilagem.

A Td do colageno pode ser afetada pelo grau de hidroxilacdo da sequéncia Gly-

Pro-Hyp.3” Portanto, € bem provavel que essas diferencas sejam inerentes ao gene
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de cada animal, no que se refere a constituicdo de sua cadeia primaria.'® De acordo
com a literatura, ja foram identificadas ~25 cadeias a de colagenos diferentes, cada
uma codificada por um gene especifico. As diversas associa¢cdes desses genes
podem ser expressas em diferentes tecidos. E, a composi¢cado destes varia com a

espécie.3*

O resultado aponta que o tratamento alcalino, provavelmente, ndo afetou a
estrutura terciaria do A2, ja que o mesmo apresentou uma certa resisténcia ao calor
de desnaturacdo como atesta a sua Td. Isto implica em dizer, que a sua estabilidade
térmica foi maior do que a das espécies supracitadas. Segundo Kittiphattanabawon e
colaboradores,'® uma maior quantidade de &cido imino presente no colageno de

peixe, implica em um aumento da sua temperatura de desnaturagao.

A Td estd diretamente relacionada a estabilidade térmica da molécula de
coldgeno. Sendo essa caracteritica, fator determinante para a aplicabilidade do ASC
nas areas de biofarmos, biomédicas e de alimentos, pricipalmente como
estabilizante.'*1¢ Tds acima de 50 °C levam a desnaturacéo da molécula de ASC pela
guebra das ligacdes hidrogénio, que sdo responsaveis pela sua estrutura de tripla

hélice.>°

Nos colagenos de peixes, a desnaturacdo a baixa temperatura pode ser
diretamente associada ao baixo grau de hidroxilacéo de prolina.®® O desenrolamento
aleatério da molécula conduz a uma perda de suas caracteristicas, tais como
viscosidade, solubilidade, turbidez, consisténcia entre outras. Sendo a viscosidade o

principal fator que afeta as propriedades fisico-quimicas e funcionais do colageno.37-50

Para as demais amostras A e C ndo observou-se nenhum pico endotérmico ou
exotérmico na faixa de temperatura avaliada. Supostamente, a transicao térmica nao
observada nessas amostras pode ser atribuida a sua baixa concentracéo de célageno
em relacdo ao nivel de hidratacdo. Portanto, a quantidade da amostra no material
deve ter influenciado em sua capacidade térmica. Segundo Bernal e colaboradores,®’
uma curva tipica de DSC apresenta picos endotérmico ou exotérmico e a forma da
mesma pode ser afetada por fatores instrumentais e por caracteristicas da amostra,

dada a temperatura dinAmica da técnica.
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3.2.3 Eletroforese SDS-PAGE

Na técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE, as cadeias
polipeptidicas individuais formam um complexo com moléculas aniénicas do dodecil
sulfato de sédio (SDS) e migram como um complexo SDS-proteina, de carga negativa,
através de um gel poroso de poliacrilamida. Quanto menor for o polipeptideo, maior
sera a sua velocidade de migracdo no gel. Baseando-se nisto, a eletroforese pode ser
utilizada para determinar a massa molecular aproximada de uma cadeia polipeptidica,

assim como a composicdo das subunidades de uma proteina.3*

A eletroforese de proteina geralmente ocorre em géis de agarose ou
poliacrilamida com um tamanho de poros caracteristicos, nos quais a separacao das
moléculas é baseada em seu tamanho, forma e mobilidade eletroforética, isto €, carga

elétrica.3®

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) permitiu estimar a massa
molecular (MM) e a composicdo das subunidades do ASC. Isto foi possivel por meio
de comparacéo de sua mobilidade com a do marcador de massa molecular conhecida
(padréo de alta MM). O gel SDS-PAGE revelou a presenca de varias bandas proteicas,
cujas MM variavam de ~300-100 kDa. O padrédo SDS-PAGE pode ser visto na Figura
31, a qual exibe as amostras na respectiva ordem: M (padrdo), AA, Al, A2, A3, C1,
C2eCs.
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* Gel SDS-PAGE Amostras

« Stacking 4%/Separating 7,5% * 1 mg diluido em 0,2 mL
+ 15 p amostra + 5 y tamp#o de amostra ——> de solugéo de SDS 5%
+ Corrida: 20 mA, 100-130 V, 1 h 10min * Aquecidas a85°C, 1 h

Figure 31. Padrédo SDS-PAGE das amostras AA-A3 e C1-C3 de ASC.

Apos corrida do gel, verificou-se o mesmo padrdo de cortes, ou melhor,
eletroforético para as sete amostras de ASC. Entretanto, as amostras C exibiram
bandas menos intensas e de menor mobilidade em relagéo a A. Todas continham MM
~300 kDa separadas em trés fracoes diferentes: duas cadeias a de ~116-100 kDa
apresentando bandas distintas (a1, de forte intensidade e a2, fraca intensidade), uma
cadeia B (dimeros, duas cadeias a interligadas covalentemente) atribuida a ~200-180
kDa e uma cadeia y (trimeros, trés cadeias a associadas por ligagbes covalentes),
correspondente a ~300-250 kDa, a qual se assemelha ao valor da MM do colageno,
cuja unidade estrutural basica de super-hélice, tropocolageno, tem MM =300

kDall4,40,46

As intensidades das bandas das cadeias a1, a2, 3 e y mostraram-se distintas.
As subunidades a1 e B sdo os principais componentes do colageno, e a cadeia y
mostrou-se bem menos intensas entre as trés. A cadeia a1 foi aproximadamente duas
vezes maior que a2, cuja banda de fraca intensidade apareceu em todas as amostras
A e C. Segundo Kittiphattanabownm e colaboradores,*®> a maior intensidade de a1 em

relagcdo a a2 sugere a presenca de colageno do tipo I.
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Os resultados se encontram em conformidade com os do colageno do tipo |
obtidos a partir de cartilagens de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum) e
Tubardo-galha-preta (Carcharhinus limbatus);'® cartilagens de Tubardo-martelo
(Sphyrna lewini, ASC-S), Arraia-vermelha (Dasyatis akajei, ASC-D) e Patim (Raja
porosa, ASC-R);* pele de Tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum);*®> pele de
Peixe-gato (Mystus macropterus);*® pele de arraia (Raja kenojei);®° e pele de Carpa-
capim (Ctenopharyngodon idella).? Ainda, filmes de gelatina obtidos a partir da pele

de Tubardo-azul (Prionace glauca).5?

No que se refere ao tipo de colageno encontrado no padrdao SDS-PAGE, Chi e
colaboradores,'* assim como, Kittiphattanabawon e equipe'® propuseram em seus
resultados que, além do colageno tipo |, [a1(1)]2 a2(l), pode haver a presenca do tipo

I, [a1(l1)]3, no ASC obtido das cartilagens das espécies utilizadas, paragrafo anterior.

Logo, quando se comparou os padrdes eletroforéticos desses pesquisadores
com o padrdo de Jeevithan e colaboradores,®” para o colageno tipo Il da pele de
Tubarao-prateado (Carcharhinus albimarginatus), assim como, com o padréo de
Hwang e colaboradores®® para colageno tipo Il da cartilagem de arraia (Raja kenojei),
notou-se algumas semelhancas muito sutis em seus padrbes de corte na altura das
cadeias a1 e a2, MM ~250-116 kDa.

Com base na mobilidade eletroforética, na composicao das subunidade a1 e
a2 e nos relatos da literatura, pode-se inferir que as amostras A e C do ASC foram
bem semelhantes e, supostamente, sdo constituidas majoritariamente por colageno
do tipo I. Talvez, as bandas a (a1 e a2, MM ~116-100 kDa) das amostras A2, A3 e C2
possam ter alguma associacdo com a presenca de colageno do tipo Il, como concluiu
Chi e colaboradores.'* Ressalta-se que as células condrécitos, caracteristicas da
matriz cartilaginosa, podem parar de produzir colageno do tipo Il na cartilagem e
passam a produzir o do tipo I, quando se transformam em células fibroblastos devido

aos efeitos fisico-quimicos sofridos pela matriz extracelular.3*
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3.2.4 Mapeamento de Peptideos

O mapa peptidico de ASC pode ser visto na Figura 32, onde as amostras estao
nesta ordem: M (padrdo), AA, Al, A2, A3, C1,C2e C3.

» Gel SDS: Mapeamento peptidico Amostras
« Stacking 4%/Separating 7,5% * 1 mg diluido em 200 pyL
« 15 p amostra+ 5 p tampé&o de amostra ——» CH;CO-H 0,5M, pH 2,7
* Aquecimento 100 °C, 3 min » Adiconou 100 pL de tripsina
+ Corrida: 20 mA, 100-130V, 1 h 0,5%

* Aquecidasa 37°C,3h

Figure 32. Mapa peptidico das amostras AA-A3 e C1-C3 de ASC.

As amostras de ASC foram digeridas com tripsina. Apés a hidrélise enzimatica,
suas cadeias polipeptidicas a, B e y foram reduzidas a peptideos de MM abaixo de
~116 kDa. Isto péde ser concluido com base no padrdo M de alta massa molecular

(12 pista a esquerda da Figura 32) e na analise do mapa peptidico de ASC.

Em todas as amostras, exceto Al, observou-se um certo padrdo na hidrélise
de suas subunidades polipeptidicas a, B e y (MM ~116-100, 200-180 e 300-250 kDa,
respectivamente) que se mostraram suscetiveis a clivagem proteolitica. Essa
observacéo foi possivel, devido ao nUmero gerado de seus fragmentos peptidicos com

MM menor e a diminuicdo na intensidade de suas bandas.**
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Provavelmente, Al foi mais resistente a digestdo com tripsina ja que reteve
mais componentes, ~200-116 kDa, e isso foi evidenciado pela menor quantidade de

fragmentos peptidicos gerados e por uma menor intensidade de bandas.

O mapeamento peptidico apontou a presenca das cadeias polipeptidicas af,
a2, B e y para todas as amostras, sugerindo que A e C podem ter a estruturas
primarias semelhantes.* Logo, baseando-se na composicdo das subunidades e na
mobilidade eletroforética das referidas cadeias de A e C, chegou-se a conclusao que,
provavelmente, o colageno da cartilagem de A e C eram do tipo I. Esses resultados

estdo de acordo com os apresentados na literatura.14-1646.60.61
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CONSIDERACOES FINAIS

CAPITULO 4
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4 CONSIDERACOES FINAIS

4.1 CONCLUSOES

No presente estudo, o colageno foi isolado e caracterizado em rendimentos
compativeis com os da literatura. A sua obtencdo partiu do aproveitamento da
biomassa residual pesqueira, especificamente, cartilagens de arraia (Rajidae spp) e
Cacao-azul (Prionace glauca).

Apés isolamento do ASC pelos processos de centrifugacdo, didlise e
liofilizacdo, a sua caracterizacdo por UV-Vis, FTIR, TG/DTG, DSC, SDS-PAGE e
mapeamento peptidico determinou suas propriedades, caracteristicas fisico-quimicas
e grupos funcionais presentes em sua estrutura, que foram semelhantes as do

colageno do tipo I.

Embora, sejam necessarias mais investigacfes acerca da otimizacdo dos
rendimentos obtidos neste estudo, considera-se que o método empregado mostrou
viabilidade econ6mica e tecnoldgica para a extracdo do ASC a partir de cartilagens de

elasmobranquios.

Portanto, pode-se concluir, que os resultados aqui alcangados apontaram para

a repetitividade do método utilizado.

Por ser muito versatil, o colageno apresenta-se em diversas formas e com vasta
aplicacdo nas areas de biomedicina, bioengenharia de tecidos, biofarmacos,
cosméticos e alimentos, por isso, tem se destacado no campo cientifico e

biotecnoldgico.

Devido a biomassa pesqueira estar disponivel em vasta quantidade e por ndo
competir com a producdo de alimentos, pois € considerada residuo, pode ser
aproveitada como matéria-prima, renovavel, biodegradavel e de valor agregado para
a obtencédo do colageno, podendo assim contribuir para minimizacdo de impactos

ambientais e socioecondmicos.
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4.2 PERSPECTIVAS

Para dar continuidade a esta pesquisa, de modo a se obter resultados mais

conclusivos, sugere-se as seguintes analises complementares:

>

Andlise centesimal (imediata ou elementar) para determinar os teores de

proteinas, lipideos, umidade e cinzas presentes no ASC;
Ensaio de Bradford para determinar o teor de proteinas;

Andlise de aminoacidos para determinar a composi¢cao de aminoacidos

gue compdem a cadeia polipeptidica do ASC,;

Quantificacdo de hidroxiprolina e hidroxilisina, dois aminoacidos raros,

presentes ou poucas proteinas animais;

Quantificagcdo de glicosaminoglicanos, muito abundante na matriz

cartilaginosa;

Buscar aplicacbes para o ASC obtido de cartilagens de
elasmobranquios, visto que, até o momento, grande parte das pesquisas
tém se limitado apenas ao seu isolamento e caracterizagdo. Embora,
tenha se mostrado promissor quanto a sua disponibilidade,
biodegradabilidade, versatilidade e custo. E ainda, mostra-se como uma

alternativa as oposi¢des de consumo de proteinas bovina e suina.
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