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Resumo



O uso da pele de tilapia para extracdo de coladgeno, pode representar uma
alternativa ao uso de outras fontes, como avicola, suina e bovina, evitando a
transmissao de doengas, infectocontagiosas, e rejeicdes de cunho religiosos e éticos.
Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar se era viavel aproveitar a pele de tilapia
descartada por piscicultores para extracao de colageno. Para realizacdo da pesquisa foi
feita a coleta da pele, descartada por piscicultores do Mercado do Peixe de Teresina,
Pl, para em seguida ser feita extracdo de colageno com diferentes tratamentos da pele
e tempo de extracdo em solucdo &cida, posteriormente foram feitas analises
microbioldgicas e fisico-quimicas do colageno extraido e analise por FTIR. Assim,
conclui-se que a trituracdo da pele de tilapia no processo de extracdo aumentou o
rendimento da extracdo de 10,25% para 19,16%, em um dos tratamentos testados. O
processo de extracao foi eficiente na reducdo da contagem microbiana e na eliminagéo
de salmonella e vibrio presente na pele in natura. A extracdo utilizando cuba
ultrassénica manteve as caracteristicas de colageno tipo | como mostrado nas analises
por FTIR.

Palavras-chave: aproveitamento, pele, Oreochromis spp., colageno.

ABSTRACT



The use of tilapia skin for collagen extraction may represent an alternative to
other sources, such as poultry, pork, and bovine collagen, avoiding the transmission of
infectious diseases and religious or ethical objections. Thus, the objective of this study
was to evaluate the feasibility of utilizing discarded tilapia skin from fish farmers for
collagen extraction. To conduct the research, tilapia skin discarded by fish farmers at
the Mercado do Peixe in Teresina, Piaui, was collected. The collagen was then
extracted using different skin treatments and varying durations of acid solution
extraction. Subsequently, microbiological and physicochemical analyses were
performed on the extracted collagen, along with FTIR (Fourier-transform infrared
spectroscopy) analysis. The results showed that grinding the tilapia skin during the
extraction process increased the yield from 10.25% to 19.16% in one of the tested
treatments. The extraction process was effective in reducing microbial counts and
eliminating Salmonella and Vibrio present in the raw skin. Extraction using an
ultrasonic bath maintained the characteristics of type I collagen, as confirmed by FTIR
analysis. In conclusion, tilapia skin proved to be a viable and efficient source for
collagen extraction, offering a sustainable alternative to traditional sources while
ensuring safety and quality.

Keywords: utilization, skin, Oreochromis spp., collagen.
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1. INTRODUCAO



A tilapia (Oreochromis spp.) € 0 peixe mais cultivado na piscicultura brasileira,
sendo o Brasil o quarto maior produtor mundial. Em 2023, o Brasil produziu 887.029
toneladas de peixes de cultivo, sendo que a producao de tilapia obteve um percentual
de 65,3% (579.080t) do total a nivel nacional. No Piaui foram produzidas 21.900
toneladas de peixes de cultivos, destas 9.700 toneladas foram de tilapia, o que
corresponde a 44,3% (Peixe BR, 2024).

Durante o processamento de alimentos aquaticos, partes do peixe que ndo sao
consumidas, como cabeca, 0ssos, pele, escamas e aparas, sdo frequentemente
descartadas, representando de 30 a 70% do peso total do animal (FAO, 2024), sendo
geralmente descartados em rios, mares, lixdes e cdrregos (Vaz, 2022). No entanto,
estes residuos podem ser aproveitados para extragdo de biomoléculas que possuem alto
valor agregado, dentre elas, colagenases, pepsina, quimotripsina, colageno e tripsina
(Vaz et al., 2022). Segundo a FAO (2024) do total de 185 milhGes de toneladas de
animais aquéticos produzidos em 2022, cerca de 89% (164,6 milhGes de toneladas)
foram destinados ao consumo humano e cerca de 11,24% (20,8 milhdes de toneladas)

restantes foram destinados a usos ndo alimentares.

O uso da pele de tilapia para extracdo de coladgeno, pode representar uma
alternativa ao uso de outras fontes, como avicola, suina e bovina, no qual sdo as mais
frequentemente utilizadas e comercialmente viaveis na producdo de produtos a base
de coladgeno (Oslan, et al, 2022), evitando a transmissdo de doencas,
infectocontagiosas, como a encefalopatia espongiforme bovina, e rejei¢cdes de cunho
religiosos e éticos (Senadheera; Dave; Shahidi, 2020; Jafari, et al., 2020).

O uso da pele de tilapia como biomaterial para curativo tem sido recomendado
no tratamento de varios tipos de feridas na medicina humana, incluindo Ulceras
diabéticas, feridas traumaticas e queimaduras (Costa, et al., 2019; Alam, Jeffery, 2019;
Woodrow, Chant, Chant, 2019, Yang, Polanco, Lantis, 2016). O acelerado processo
de cicatrizagdo de feridas com o uso de enxerto da pele de tilapia, tém sido
relacionados a alta concentracdo de colageno, as propriedades antibacterianas, alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados (émega 3), como também pela sua
estrutura porosa tridimensional (Costa, et al., 2019; Alam, Jeffery, 2019; Magnusson,
etal., 2017).

Do colageno extraido da pele de tilapia podem ser preparados curativos de

hidrogel que previnem o ressecamento pela manutencdo da umidade na ferida.



Também estimula a formacdo do tecido de granulacdo e melhora o desbridamento
autolitico (Liu et al., 2018). Além disso, a manutencdo da umidade no tecido lesado
favorece a atividade dos macrofagos e neutrofilos para iniciar a fagocitose. Assim, 0s
hidrogéis tornam-se uma alternativa no tratamento de feridas e queimaduras devido as
suas caracteristicas de baixa tensdo interfacial com a agua e estrutura porosa, 0 que
favorece a encapsulacdo de principios ativos, como também peptideos e proteinas
(Ghicaet al., 2016).

Desta forma, o aproveitamento da pele de tilapia € uma alternativa
economicamente vidvel, para uso como matéria-prima no processo de extracdo de
colageno, tendo em vista os beneficios do coldgeno no processo de cicatrizacdo da

pele.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:

Avaliar se era viavel aproveitar a pele de tilapia descartada por
piscicultores para extracao de colageno.

2.2. Objetivos especificos:

e Auvaliar se o tamanho do corte da pele da tilapia influenciam no
rendimento e na eficiéncia da extracdo de colageno.

e Determinar se 0 tempo de extracdo acida tem efeito no rendimento do
colageno sollvel e no teor de proteinas.

e Auvaliar se o protocolo utilizado para extracdo de colageno favorece a
reducdo da carga microbiana inicial da pele de tilapia

e Analisar se a composicdo fisico-quimica do colageno extraido (teor de
umidade, cinzas e solubilidade) poderia favorecer protocolos para
tratamento da pele.

e Caracterizar por Espectroscopia de absor¢do por infravermelho se o
colageno extraido da pele de tilapia possuia bandas caracteristicas de

colageno tipo I.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA



3.1. Morfologia da pele

A organizacdo estrutural da pele da tilapia do Nilo é constituida pela epiderme
e a derme, semelhante de outros peixes teledsteos. Sendo a epiderme formada por
tecido epitelial pavimentoso estratificado, com subcamadas de células epiteliais. As
células epiteliais da camada germinativa, ficam apoiadas na membrana basal nitida,
elas séo cilindricas, com cromatina frouxa e nucleo oval, estdo estreitamente unidas
entre si, por um segmento viscoso intercelular a matriz (Pasos, 2020).

Enquanto a derme superficial da pele da tilapia é formada por tecido conjuntivo
frouxo e a derme profunda por tecido conjuntivo denso, espesso e com uma grande

quantidade de fibras colagenas paralelas (Souza, et al., 2021).

3.2. Colageno

O colageno é encontrado na matriz extracelular de tecidos conjuntivos,
incluindo ossos, ligamentos, pele, vasos sanguineos, cartilagem, tenddes e discos
intervertebrais, sendo uma das proteinas mais abundantes em animais (Nimni
&Harkness, 2018), representando cerca de 30% do peso de um mamifero (Nimni &
Harkness, 2018; Neff & Bradshaw, 2021).

E uma proteina estrutural, formada por duas cadeias, 01 e a2, que se mantém
unidas por ligacGes covalentes e ligacdes de hidrogénio, entre os grupos carboxila (-
COOH) e amina (-NH) (Li, et al, 2018). Sua organizagdo molecular é altamente
variavel, mesmo com sua estrutura geral de hélice tripla e da repeticdo tripla (Gly-
XY)n, onde X e Y sdo ocupados mais frequentemente pelos aminoacidos prolina e
hidroxiprolina, embora possam ser ocupados por qualquer aminoacido (Bachinger, et
al., 2010; Ricard-Blum, 2011). Sob condic6es fisioldgicas a prolina e hidroxiprolina
sdo essenciais para manter a estrutura tripla helicoidal, por meio das ligacdes de
hidrogénio formadas que inibem a rotacdo descontrolada, enquanto a glicina é critica
para compactar as trés hélices (Privalov; Tiktopulo; Tischenko, 1979; Astbury & Bell,
1940).

Os tipos de colagenos mais estudados e os mais prevalentes sdo: o colageno
tipo I, presente em quase todos os tecidos e 6rgdos; o colageno tipo Il, presente no
corpo vitreo, nucleo pulposo e em cartilagem; e o colageno tipo Il encontrado no

figado, baco, pulmdes, na pele e vasos sanguineos (Inoue, et al., 2012).



O colageno tipo I tem sido usado em diversas aplicacdes, dentre elas na sutura
e substratos de engenharia de tecidos, na administracdo de medicamentos, como
também como substitutos de pele (TANG & SAITO, et al., 2015). Por possuir
caracteristicas como excelente biodegradabilidade, biocompatibilidade, reacgdes
imunogénicas pobres, hidrofilicidade e biocompatibilidade torna-se um excelente
candidato para aplicaces biomédicas (Liu, et al., 2019; Lin, et al., 2019).

Portanto devido as suas caracteristicas, e por melhorar sua biocompatibilidade,
0 colageno tipo | tem sido utilizado como constituinte principal no desenvolvimento
de biomateriais, sendo amplamente utilizado como curativos biolégicos, mesmo em
associagcdo com técnicas regenerativas ou com outros produtos, aos quais sdo
biomateriais de origem bovina ou suina (Guo, et al., 2016; Ramakrishnan, et al., 2013;
Norbury, et al., 2016).

3.3. Colageno de peixe

O coléageno extraido de subprodutos de peixe tem recebido cada vez mais
atencdo devido as suas caracteristicas, comparado ao colageno terrestre de aves e
mamiferos. Dentre elas estdo: excelente biodegradabilidade, biocompatibilidade,
baixo peso molecular, antigenicidade fraca, facil absorcdo pelo corpo humano,
habilidades antioxidantes, nenhuma restricdo por motivos religiosos e baixo risco de
transmisséo de doencas (El-Rashidy, et al., 2015; Jafari, et al., 2020; Sol, et al.,2017;
Zhang, et al., 2019).

A pele e a carne da tilapia (Oreochromis spp.) sdo fontes de colageno tipo | e
outros bioativos (Hemker, et al., 2020). Sendo que este colageno se distingue pela sua
estabilidade de sua integridade estrutural, relacionado ao teor de prolina e
hidroxiprolina (Ramshaw, Shah & Brodskyb, 1998; Xu, et al., et al., 2019; Ghanaeian
& Soheilifard, 2018). O colageno extraido da pele de tilapia, que é uma espécie de
peixe de dgua quente, apresenta concentracfes mais altas de prolina e hidroxiprolina
(~25%) em relacé@o aos peixes de aguas frias (~17%), podendo exibir propriedades
semelhantes em termos de termostabilidade e rigidez ao coladgeno proveniente de
fontes suina e bovina (~30%) (Karim, Bhat, 2009).

O estudo de Matsumoto et al. (2015) demonstrou que a inducdo da
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais humanas do colageno tipo I de tilapia
foi superior ao colageno tipo I suino. Yamamoto et al. (2014) também evidenciou no

seu trabalho de pesquisa que o colageno tipo | extraido de escamas de tilapia é mais



facilmente adsorvido do que o colageno suino e bovino, no qual foi descrito apos
aplicacdo topica e intracutdnea, como uma substancia segura, sem reac¢fes cutaneas
adversas.

No estudo de Huang et al. (2024) no qual foi avaliado o colageno comercial da
pele de tilapia, foi observado que ele promoveu tanto a adesdo celular, quanto a
proliferacdo de fibroblastos de pele humana, semelhante ao colageno extraido da cauda
de rato, pele suina e da pele bovina. Também mostrou uma estimulacdo mais
significativa da migracdo celular do que o colageno suino e bovino. Além disso, exibiu

uma rapida taxa de formacéo de fibrilas.

4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento do estudo
O estudo de extragdo e caracterizacdo do colageno obtido a partir da pele de
tilapia, feito pelo aproveitamento apds o processo de filetagem por comerciantes obtida
de piscicultores, foi dividido em cinco etapas conforme observado na Figura 1.



Figura 1: esquema de extracdo e caracterizacdo do colageno obtido a partir da pele

de tilapia (Oreochromis spp.).
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4.2 Coleta do material

As amostras de pele de tilapia (Oreochromis spp.) foram coletadas no Mercado
do Peixe (05°05°21”’S; 42°48°05°W) em Teresina, Piaui, Brasil, apds descarte da
filetagem manual realizada pelos concessionarios. Posteriormente, foram armazenadas
em caixa isotérmica com gelo reciclavel para transporte até o Setor de Tecnologia de
Pescado do Nucleo de Estudos e Pesquisas e Processamento em Alimentos (NUEPPA)
da Universidade Federal do Piaui. No local foram imediatamente armazenadas em

freezer domestico a -18,0°C, até o momento da extragdo do colégeno.
4.2.1 Preparo das amostras

Inicialmente, para os tratamentos T1; T2; T3 e T4 as escamas permaneceram
aderidas a pele e para os demais (T5; T6; T7 e T8) as escamas foram arrancadas
manualmente. Posteriormente, as amostras de todos os tratamentos foram cortadas em
formato quadrangular com aproximadamente 4,0 cm? para a extragio do colageno.
Apbs o corte, 60 g das amostras foram transferidas para frascos tipo béquer conforme

o tratamento utilizado. Todas as extracdes foram feitas em triplicata.
4.3 Extracdo de coldgeno (Adaptado de Carvalho et al., 2021).

4.3.1 Pré-tratamento para retirada de impurezas, descalcificacdo, pigmentos,
gordura das peles e proteinas ndo colagenosas das amostras

Apobs a pesagem, as amostras foram imersas em solucéo de NaCl (0,8 M) na
proporcéo de 1:5 (60g de pele: 300mL de solu¢do) por 40 minutos. Apos esse tempo,
a solucdo foi descartada e as amostras foram lavadas com agua destilada para retirada
do excesso de solvente. Posteriormente, as amostras foram transferidas para outro
frasco e adicionou-se solucdo de NaOH (0,1 M) também na proporcdo de 1:5,
permanecendo imersas por 40 min. Apds, esse periodo as amostras foram novamente

lavadas com &gua destilada (Figura 2).
4.3.2 Extracéo de proteinas colagenosas em solugdo acida

Posteriormente, para extracdo de colageno, as amostras foram imersas na
solucdo de acido acético a 0,5M, mantendo a proporcdo de 1:5. As amostras dos
tratamentos T3; T4, T7 e T8 foram transferidas individualmente para copo de

liquidificador doméstico para serem trituradas, apds trituracdo retornaram para o



frasco béquer onde permaneceram imersas pelo tempo conforme o tratamento
estipulado em aparelho modelo cuba de ultrassom, marca cristofoli ®.

O tempo de imersdo na solugdo de &cido acético a 0,5M variou conforme os
tratamentos utilizados, distribuidos da seguinte forma: por trés horas (T1; T3; T5 E
T7) e por 24 horas (T2; T4; T6 E T8).

Decorrido o tempo de imersdo, apds a obtencdo do colageno aquoso as
amostras foram filtradas conduzidas para frascos para serem liofilizadas (Figura 2) em

equipamento (Liofilizador L101, marca Liotop ®).



Figura 2: Processo de extracdo de colageno.
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4. 4 Determinacéo do rendimento

O célculo do rendimento das extracdes foi realizado a partir da relacdo da massa
do colégeno seco e a massa da matéria-prima umida (Equacdo 1) (Alves, et al. 2018):

(Equacio 1): Rendimento = —gssadocoligeno 4

Massadamatéria—prima

4.5 Analises microbiologicas

4.5.1. Preparo das amostras

No laboratério de Controle Microbiol6gico de Alimentos foram transferidos
assepticamente 25,0 gramas de cada amostra para frascos com 225 mL de &gua
peptonada a 0,1%, formando a diluigdo inicial (10™). A partir desta diluicdo foram
preparadas as dilui¢des decimais seriadas até 107, As analises microbioldgicas foram
feitas tanto da pele in natura, quanto das amostras de colageno extraidas da pele de
tilapia.

4.5.2 Numero mais provavel de coliformes totais, coliformes termotolerantes e de
Escherichia coli (Silva et al., 2010)

Para a enumeracdo de coliformes totais, coliformes termotolerantes e de
Escherichia coli foi utilizado o método dos tubos multiplos. Em cada amostra, foram
transferidas aliquotas de 1,0mL das diluicdes previamente preparadas para tubos
contendo 10,0mL de caldo Lauril Sulfato Triptose, posteriormente, incubados em
estufa bacterioldgica a 37,0°C, por 48 horas. Dos tubos positivos, foram repicados com
alca de platina para tubos contendo 10,0mL de caldo Verde Brilhante (VB) e
Escherichia coli (EC), incubados em estufa bacterioldgica a 37,0°C e banho maria a
45,0°C, por 48 e 24 horas, para confirmagéo de coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente. Dos tubos positivos, foi realizado o plagueamento em agar eosina de
metileno (EMB) incubado em estufa bacteriologica a 37,0°C, por 24 horas. As colonias
caracteristicas de E. coli foram testadas bioquimicamente pelo teste do Indol,
Vermelho de Metila, Voges Proskauer e Citrato (IMViC), e incubadas em estufa
bacterioldgica a 37,0°C por 24 horas. Os resultados foram expressos em nimero mais
provavel por grama em logaritmos de base 10 (NMP/g em log 10) ap6s consulta da

tabela propria do método.



4.5.3 Pesquisa de Salmonella spp. (Silva et al., 2010)

Para a pesquisa de Salmonella spp. os frascos contendo a diluicdo 10" com
agua peptonada a 0,1% foram incubados a 37,0°C por 24 horas. Na sequéncia,
aliquotas com 0,1mL e 1,0mL foram transferidas, respectivamente, para os caldos de
enriquecimento seletivo: Rappaport-Vassiliadis e selenito-cistina, incubados em estufa
bacterioldgica a 37,0°C, por 24 horas. Apés o periodo de incubacdo, a partir dos tubos,
foram feitos semeios em estrias em placas de Petri com &gar Salmonella Shigella e
agar Hektoen Enteric, que posteriormente foram incubadas em estufa bacteriologica
por 24 horas a 37,0°C. A partir das col6nias caracteristicas, foi realizada a triagem
bioguimica nos meios: agar TSI e agar LIA incubados a 37,0°C por 24 horas. Os
resultados suspeitos foram submetidos aos testes: citrato, fenilalanina, uréia, VM-VP,
indol e SIM e posteriormente incubados a 37,0°C por 24 horas. Para confirmacédo

soroldgica, foram utilizados os antissoros polivalentes “O” e “H”.
4.5.4 Contagem de bactérias heterotroficas meséfilas (Silva et al., 2010)

Para a analise de contagem de bactérias heterotroficas mesofilas, foi utilizado
0 Método de Contagem Direta em Placas, em que a partir das diluicdes previamente
preparadas, foi feita a inoculacdo em duplicata, de aliquotas de 1,0mL em placas de
Petri esterilizadas, logo ap6s acrescentada do meio de cultivo Plate Count Agar (PCA).
Apos a solidificacdo do agar, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
37,0°C por 48 horas. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de

col6nias por grama em logaritmos de base 10 (UFC/g em log 10).
455 Contagem de bactérias heterotroficas psicotrdpicas (Silva et al., 2010)

Para a analise de contagem de bactérias heterotroficas psicotropicas, foi utilizado
0 Método de Contagem Direta em Placas, em que a partir das dilui¢cbes previamente
preparadas, foi feita a inoculacdo em duplicata, de aliquotas de 1,0mL em placas de
Petri esterilizadas, logo ap0s acrescentada do meio de cultivo Plate Count Agar (PCA).
Apos a solidificacdo do &gar, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
5,0°C por 7 dias. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias

por grama em logaritmos de base 10 (UFC/g em log 10).



4.5.6 Contagem de fungos filamentosos e leveduriformes (Pitt; Hocking, 2009)

Para a analise de contagem de fungos filamentosos e leveduriformes, foi
utilizado o Método de Contagem Direta em Placas em que a partir das diluicdes
previamente preparadas, foi feita a inoculagédo em duplicata, de aliquotas de 0,1mL por
placa de Petri, na superficie do meio de cultivo Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol,
e incubadas em estufa a 25,0°C, por sete dias, os resultados foram expressos em
unidades formadoras de colonias por grama em logaritmos de base 10 (UFC/g em log
10).

4.6 Andlises fisico-quimicas (Adolfo Lutz, 2008).

4.6.1 Determinacgdo de umidade

Previamente, cadinhos identificados foram secos em estufa a 105°C por pelo
menos 2h, resfriados até temperatura ambiente em dessecador e foram mensurados
seus pesos (PC) em balanca analitica. Adicionou-se em cada cadinho em torno de 0,59
de amostra (PA), que foram levados a estufa, onde secaram a 105°C por 4h. Em
seguida, os cadinhos com amostra secas sdo resfriados no dessecador até temperatura
ambiente e seus pesos (PS) sdao medidos na balanga. A umidade média em porcentagem

(U) da amostra é obtida pela equacéo abaixo:

100C" ., PC; + PA; — PS;
n i PA;

4.6.2 Determinacao de cinzas

Previamente, cadinhos identificados foram secos em estufa a 105°C por pelo
menos 2h, resfriados até temperatura ambiente em dessecador e tém seus pesos, peso
cadinho (PC), mensurados em balanca analitica. Adiciona-se em cada cadinho em
torno de 0,59 de amostra (PA), que foram levados ao forno mufla, onde incineram sob
temperatura de 550°C por pelo menos 3h. De outro modo, os cadinhos com amostra
seca vindos da determinacdo de umidade podem ser utilizados nesta analise. Em
seguida, os cadinhos com amostra incinerada sao mantidos no forno para resfriarem
até uma temperatura mais amena, para enfim terminarem o resfriamento no dessecador
até temperatura ambiente e terem seus pesos (Pl) medidos na balanca. O teor de cinzas

medio em porcentagem (7'C) da amostra é obtido pela equacéo abaixo:



n
Pl — PC,

4.6.3 Determinacdo de proteina bruta

Em tubos micro, foram adicionados 150,0-200,0mg de amostra (PA) e 2,0g de
mistura catalisadora de CuSO4/Na2SO4 (1:9). A capela de exaustdo, 5,0mL de H2SO4
sdo acrescidos a cada tubo, que foram entdo encaixados no bloco digestor, onde
permanecem por 90 min a 380°C. Apos a digestdo, os tubos foram alocados em um
suporte e, quando a coloracdo da solucdo digerida foi perdendo o tom esverdeado,
adicionados de 15,0mL de &gua destilada. Em seguida, os tubos foram acoplados ao
destilador de nitrogénio, por onde recebem 10,0mL de NaOH 50%. Na saida do
destilador, erlenmeyers contendo 10,0mL de solucéo de H3BO3 2% receberam e duas
gotas do indicador vermelho de metila/verde de bromocresol (2:3) 1% recebe o
destilado até que cheguem a marca de 100mL, quando sdo retirados do destilador e
levados para a titulacdo. A solucdo obtida no erlenmeyer foi titulada com solucédo de
HCI, preferencialmente de baixa concentracdo (> 0,1 M), e o volume gasto de &cido
(V) foi utilizado no célculo do teor médio de proteina bruta em porcentagem (TPB)

dado pela equacéo abaixo:

n
Chcr * -
TPB = 8750”7 fd ——

4.6.4 Determinacao de lipideos a frio

Adicionou-se 2,0g a 3,0g de amostra (PA) em um erlenmeyer ou frasco e
acrescentou-se 10ml de cloroférmio, 20mL de metanol e 8mL de &gua destilada. A
mistura foi levada para mesa agitadora a 150rpm por 30 minutos. Em seguida, mais
10mL de cloroférmio e 10mL de solugdo de NaSO4 1,5% foram adicionados a
mistura, que voltou para agitagdo por mais dois minutos e foi deixada em descanso.
Assim que as fases da mistura se estabeleceram, a fase inferior foi transferida para
tubos falcon e centrifugada por dois minutos a 2000rpm. Se ainda houver formacao de
fase no centrifugado, é acrescentado até 1g de Na>SOs4 e, se necessario, a solugédo sera
filtrada. Dessa solucdo, uma aliquota (V) é pipetada em um béquer tarado (PB), que
foi levado para secar em estufa a 80°C por até 30 minutos. Apds a secagem, 0 bequer

com extrato lipidico foi resfriado em dessecador até temperatura ambiente e tem seu



peso (PL) medido. O teor médio de lipideos em porcentagem (TL) é obtido pela
equacao abaixo:

n
2000 ... PL; — PB;

4.6.5 Determinacdo de pH e de Acidez Total Titulavel (ATT)

O pH foi medido com auxilio de um pHmetro, ao qual levou-se uma solucgéo
ou mistura homogeneizada 1:10 de amostra e agua respectivamente, geralmente a
partir de 5,0g da amostra (PA). Essas mesmas solu¢es podem ser aproveitadas para a
determinacdo da acidez total titulavel (ATT) da amostra. Adicionou-se duas gotas de
fenolftaleina a 2% e titulou-se com solucdo de NaOH. Assim, com o volume gasto por
titulacéo (V), a acidez média em porcentagem (ATT) é dada pela equagéo abaixo:

n

C * FChyuop N\ oo V.
ATT = 100 % —Na0H ~ - “NaOH '\ "y 1
n 4 PAL

4.6.6 Determinacio de Atividade de Agua (AA)

A atividade de agua foi medida com auxilio do equipamento portatil
denominado “Aqualab PawKit”, que faz a leitura de AA juntamente com a
temperatura. Os potes que acompanham o0 equipamento sdo semipreenchidos com
amostra e acoplados ao aparelho para realizacao da leitura de AA.

4.7 Caracterizacao do colageno

4.7.1 Analises por FTIR

As medidas foram realizadas em espectrobmetro de infravermelho com
transformada de Fourier, modelo spectrum 100, marca Perkin Elmer, com resolucéo
de 4cm™. Usando pastilhas de KBr na faixa de 4.000 a 400cm™ com 16 varreduras.
(Hu, et al., 2017).

4.8 Andlise estatistica

Para realizar a analise estatistica foi utilizado o software SIGMA STAT. A
normalidade e homoscedasticidade dos dados foram avaliados e verificadas. Os dados
foram submetidos a ANOVA unidirecional para verificar diferengas entre 0s grupos

experimentais, utilizando-se para comparacao das médias os testes de Duncan, Turkey



e Kruskal-Wallis conforme o caso. O nivel de significancia utilizado em todos os testes
foi de p<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os residuos ndo comestiveis de peixes gerado pelo processo de filetagem no
Mercado do Peixe de Teresina - PIl, tém destinacdo varidvel, sendo doado para
populares, consumo préprio, entrega para clientes, vendas ou descarte (Bacelar, 2022).
No entanto, a pele de tilapia é descartada no aterro sanitario, realizado pela prefeitura
municipal de Teresina através do sistema de coleta. Seu aproveitamento reduziria
problemas ambientais, além de servir como matéria-prima para extragao de colageno.
Desta forma, este trabalho foi feito a partir do aproveitamento da pele de tilapia de
forma a extrair o colageno.

Na tabela 1, observamos o rendimento das amostras, onde as amostras de
colageno, extraido por um periodo de trés horas, da pele de tilapia cortada com e sem
escama apresentaram rendimento de 9,1% e 10,25%, enquanto da pele triturada com e
sem escama foram de 17,9% e 19,16%, respectivamente. Ja as amostras de colageno,
extraido por um periodo de 24 horas, da pele de tilapia cortada com e sem escama
obtiveram rendimento de 9,33% e 9,5%, enquanto da pele triturada com e sem escama,
foram de 17,11% e 16,11%, respectivamente.

Comparando com o resultado descrito por Carvalho et al. (2023), utilizando a
pele cortada de tilapia por um periodo de trés horas, o rendimento obtido foi de16,66%,
também utilizando cuba ultrassdnica para extracédo, diferente do resultado apresentado
nesta pesquisa onde o rendimento das amostras de colageno extraido da pele cortada,

com e sem escama no periodo de trés horas foram menores.



Tabela 1: Rendimento da extracéo de colageno obtido da pele de tilapia (Oreochromis

spp.) com diferentes apresentacGes utilizando cuba ultrassonica por 3h e 24h.

Apresentacdo da pele para extragdo ~ Tempo de Extracao Rendimento (%)
do colageno (em horas)

Cortada com escama 91
Cortada sem escama 10,25
Triturada com escama ’ 17,9
Triturada sem escama 19,16
Cortada com escama 9,33
Cortada sem escama 9,5
Triturada com escama > 17,11
Triturada sem escama 16,11

Como observado nos resultados, é possivel perceber que o melhor rendimento
da extracéo de colageno foi utilizando a pele de tilapia triturada. Com isso, observa-se
0 aumento no rendimento da extracdo, pois a trituracdo quebra a pele em particulas
menores, expondo mais fibras colagenosas ao agente extrator, por exemplo, o0 &cido
acético utilizado no trabalho, aumentando a penetracdo dos reagentes e a solubilidade
do colageno. Trabalhos como de Xu et al. (2023), Li et al. (2024) e Zhang et al. (2024),
também foram observados beneficios no uso da pele triturada no processo de extracao
de colageno.

Na tabela 2, pode-se observar que os tratamentos foram eficazes na reducdo da
contagem microbiana, visto que os valores sdo significativamente menores. Ja 0s
resultados da pele in natura, os valores sdo superiores em todos 0s microrganismos
testados. Assim, ndo houve diferenca significativa nos tratamentos utilizados, mesmo

com a diferenca dos cortes ou tempo de extragéo.



Tabela 2: Anélises microbioldgicas do colageno extraido da pele de Tilapia.

Pelein CPCCE3 CPCSE3 CPTCE3 CPTSE3 CPCCE CPCSE CPTCE CPTSE

natura h h h h 24 h 24 h 24 h 24 h
_ 5,61%+ 037b+ 00°%x 00°+ 00°+ 00°+ 00°+ 00°%
Coliformes 01 0,0°+0,0 034 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
_ 3318+ 0,0°% 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+
E. coli 2,94 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
o 7382+ 00°+ 00°x 00°+ 00°x 00°+ 00°+ 00°+x 00°%
Piscrofilos o) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Meséfilos 7,502 2,07°+ 175"+ 2,19+ 257"+ 0,64+ 1,76°+ 2,11°+ 147"+
+1,70 0,30 1,52 0,45 0,18 0,18 0,99 1,27 1,29
o 177¢+ 00°z 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+ 0,0°+
Vibrio 1,55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
FUNGOS 5,262 2,050+ 202°+ 234+ 231°+ 1,89+ 213"+ 145°+ 180"+
g 10,35 1,77 1,75 0,19 0,54 1,58 0,22 1,35 1,59

Salmonella Presenca Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

Legenda:

Os numeros obtidos foram transformados em log de base 10.

CPCCE - Colégeno extraido da pele cortada com escama; CPCSE - Colageno extraido da pele cortada sem escama;
CPTCE - Colageno extraido da pele triturada com escama; CPTSE - Colageno extraido da pele triturada sem escama.

A portaria N° 384 de 25 de agosto de 2021, estabelece os padrdes de qualidade
microbioldgico do colageno, onde descreve que deve ser observado a auséncia de Salmonella
spp./25 gramas de amostra. Desta forma, as amostras de colageno atendem aos requisitos de
seguranca.

Na tabela 3, pode-se observar que o colageno extraido da pele de tilapia cortada sem
escama (CPCSE), extraido por 3h, o percentual de cinzas foi de 4,93%, enquanto que na
extracdo por 24h foi de 4,48%. Ja nas amostras de colédgeno extraido da pele triturada sem
escama (CPTSE), extraido por 3h, foi de 4,25%, enquanto que na extracdo por 24h foi de
2,62%, sendo este resultado da CPTSE (24h) nosso melhor resultado, 0 mais préximo do ideal.
A determinacdo do percentual de cinzas na amostra de colageno é de suma importancia, pois
fornece informac6es sobre a presenca de residuos inorganicos (minerais). Como também é um
indicador da pureza do colageno, podendo influenciar na aplicabilidade e na qualidade em
diversas areas, como na industria farmacéutica e alimenticia (Carvalho, et al., 2023). Desta
forma, valores obtidos abaixo de 2% sdo considerados ideais (Orkerman e Hansen, 1994).

Observa-se também uma grande diferenca em relacdo ao teor de proteinas. Nas
amostras que foram feitas extracdo utilizando a pele com escama, obteve-se 0s menores

percentuais de proteinas. Enquanto nas amostras utilizando a pele cortada sem escama -



CPCSE 3h (84,49%) e na CPCSE 24h (74,42%), observa-se que o tempo de extracdo ndo
aumentou a quantidade de proteinas extraida, como descrito por Carvalho et al. (2023), onde
0 autor cita que o tempo tem relacdo direta com o percentual de proteina extraida. Porém nas
amostras utilizando a pele triturada sem escama — CPTSE 3h (43,44%) e CPTSE 24h
(81,18%), foi observada essa relacao entre o tempo de extracdo e o percentual de proteinas

extraida, entdo depende do tratamento da pele.

Tabela 3: Analises da composicdo centesimal do colageno extraido da pele de tilapia
(Oreochromis spp.) utilizando aparelho ultrassonico durante 3 e 24 horas de extracdo em
solucéo de &cido acético.

Analises Trés horas de extracdo Vinte e quatro horas de extragédo

realizadas CPCSE CPCCE CPTSE CPTCE |CPCSE CPCCE CPTSE CPTCE
Umidade (%) 8,48 11,64 8,6 6,7 9,01 7,52 3,81 10,43
Cinzas (%) 4,93 20,73 4,25 14,26 4,48 8,51 2,62 17,13
Proteina (%) 84,49 64,13 4344 34,85 | 74,42 42,7 81,18 51,97
Lipidio (%) 1,95 1,68 215 19,13 | 445 6,65 9,08 9,25
Extrato ndo proteico (%) 0,15 1,82 22,21 25,06 7,64 34,62 3,31 11,22
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100
pH 5,35 5,38 5,03 5,24 5,06 5,26 4,85 55
Acidez 0,039 0,037 0,13 0,08 | 0,056 0,076 0,102 0,03
Aw 0,43 0,45 0,99 0,3 0,3 0,28 0,34 0,42

Legenda:
CPCCE - Colageno extraido da pele cortada com escama; CPCSE - Colageno extraido da pele cortada sem escama;
CPTCE - Colageno extraido da pele triturada com escama; CPTSE - Colageno extraido da pele triturada sem escama.

Observou-se na distribuicao da espectroscopia de infravermelho do colageno extraido
da pele de tilapia (Tabela 4), banda caracteristica de Amida-A na amostra CPCSE-24h
(3299cm™), assim como foram encontradas bandas de Amida-B em CPCSE-3h (2926cm™),
CPCSE-24h (2924cm™'), CPCCE-3h (2935cm™!), CPCCE-24h (2933cm™!'), CPTSE-3h
(2929cm™!), CPTSE-24h (2924cm™!), CPTCE-3h (2924cm™') e CPTCE-24h (2923cm™).
Também foi observado bandas caracteristicas de Amida | em (1639 a 1668 cm™') todas as
amostras analisadas, como descrito no trabalho de Ahmed; Hag; Chun (2019), no qual ele
encontrou bandas caracteristicas de Amida-A (3301cm™!), Amida-B (2927cm™') e Amida-I
(1639cm™!). Nas amostras CPCSE-3h (1565cm™'), CPCSE-24h (1558cm™!), CPCCE-3h
(1561cm™!), CPCCE-24h (1560cm™'), CPTSE-3h (1562cm™'), CPTSE-24h (1555cm™!),
CPTCE-3h (1565cm™') e CPTCE-24h (1564cm™) bandas caracteristicas de Amida Il foram
observadas. No trabalho de Menezes et al. (2020), foram identificadas bandas caracteristicas de
Amida Il em (1538 cm™!) e (1548 cm™!), sendo atribuida ao estiramento C-N, acoplado a flexdo

N-H (Riaz, et al., 2018). Amida I1l também foram identificadas nos espectros de infravermelho



das amostras CPCSE-3h (1242cm™!), CPCSE-24h (1243cm™'), CPCCE-3h (1240cm™),
CPCCE-24h (1241cm™!), CPTSE-3h (1239cm™!), CPTSE-24h (1239cm™'), CPTCE-3h
(1239cm™!) e CPTCE-24h (1239cm™!). No trabalho de Menezes et al. (2020), a amida I11 (1236
cm 1) foi relacionada a flexdo do grupo N-H no plano, juntamente com o estiramento da ligacéo
C-N. Os valores obtidos na analise de colageno da pele bovina (padréo), foram registrados para
amida A, B, |, 1, e 11l em 3331, 2926, 1660, 1553 e 1237, respectivamente.



Tabela 4: Distribuicdo da espectroscopia de infravermelho das amostras de colageno extraido da pele de tilapia (Oreochromis spp.) em solugéo

acida, com tempo de extracdo por 3h e 24h, utilizando cuba ultrassénica.

Regido Coldgeno CPCSE-24h CPCSE-3h CPCCE-24h CPCCE-3h  CPTSE-24h CPTSE-3h CPTCE-24h CPTCE- Ligacdes

3h
Amida A 3331 3299 - - - - - - - N-H
Amida B 2926 2924 2926 2933 2935 2924 2929 2923 2924 CH2
Amida | 1660 1639 1645 1668 1658 1659 1648 1654 1657 C=0
Amida Il 1553 1558 1565 1560 1561 1555 1562 1564 1565 NH
Amida Il 1237 1243 1242 1241 1240 1239 1239 1239 1239 NH

Legenda:
CPCCE - Colageno extraido da pele cortada com escama; CPCSE - Colageno extraido da pele cortada sem escama;
CPTCE - Colageno extraido da pele triturada com escama; CPTSE - Colageno extraido da pele triturada sem escama.



Também no trabalho de Menezes et al. (2020), os anéis de pirrolidina da prolina e
hidroxiprolina foram identificados a 1454 cm™!. E A integridade da hélice tripla foi monitorada
atraves da razdo de absorbancia entre Amida Il e os anéis de pirrolidina, entdo quanto mais
proximo de 1 é a razdo, significa que a hélice tripla permanece intacta (Ahmed; Hag; Chun,
2019). Neste sentindo, calculando a razdo de absorbancia entre Amida Ill e os anéis de
pirrolidina (Figura 3) das amostras, foram de CPCSE-3h (0,96), CPCSE-24h (0,97), CPTSE-
3h (0,91), CPTSE-24h (0,99), CPTCE-3h (0,94) e CPTCE-24h (0,89), com isso, pode-se dizer
que a hélice tripla das amostras de colageno foi preservada. Diferente das amostras CPCCE-3h
(0,79) e CPCCE-24h (0,59).
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Figura 3: ANALISES DAS AMOSTRAS DE COLAGENO POR FTIR
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6. CONCLUSAO

O aproveitamento da pele de tilapia descartada por piscicultores pode ser utilizada para
extracdo de colageno, sendo seguro para o desenvolvimento de produtos, pois 0 processo de
extragéo foi eficiente na redugdo da contagem microbiana e na eliminagdo de salmonella e
vibrio presente na pele in natura. Também foi observado que a trituragdo da pele de tilapia
no processo de extracdo aumentou o rendimento da extracdo de 10,25% para 19,16%, em
um dos tratamentos testados. E a extracdo utilizando cuba ultrassénica manteve as

caracteristicas de colageno tipo | como mostrado nas andlises por FTIR.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS
Dar continuidade ao trabalho para publicar os resultados das analises fisico-quimicas

com a estatistica.
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