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RESUMO

A quimica sustentavel, ou Quimica Verde, visa 0 aprimoramento dos processos, com 0
objetivo da geracdo cada vez menor de residuos, efluentes toxicos e de gases indesejaveis ao
ambiente. Um dos seus principios fala sobre processos que usem matérias-primas de fontes
renovaveis para obtencdo de novos produtos. Os residuos do pescado descartados no meio
ambiente sem controle podem causar danos como a eutrofizagdo de corpos d'agua. Uma
alternativa para agregar valor a esses residuos é a extracdo de colédgeno. Existem vérias
alternativas para o uso do colageno, destacando-se a area de engenharia de tecidos, onde este
estd sendo utilizado para o desenvolvimento de suportes, seja isoladamente ou em
combinacdo com outros materiais. Compdsitos de colageno e hidroxiapatita tém sido
amplamente estudados. As aplicacOes estendem-se desde a ortopedia e traumatologia, como
também na odontologia. Este trabalho propde o uso de peles de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), oriundas de residuos do beneficiamento do pescado, para obtencdo de colageno e
posterior obtencdo de compositos com nanohidroxiapatita, com potencial de aplicacdo como
enxerto 0sseo. As peles foram inicialmente caracterizadas quanto aos teores de umidade,
proteinas, lipideos e cinzas. Foi realizada a extragdo do colageno utilizando &cido acético 0,5
mol.L™? e sua caracterizagdo por Microscopia Eletrénica de Varredura, Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourrier, Espectroscopia de Absorcdo UV-
VIS, Potencial Zeta, Temperatura de Desnaturacdo e Calorimetria Exploratéria Diferencial.
Na elaboracdo do compdsito, por formacdo da nanohidroxiapatia depositada sobre a superficie
da matriz colagenosa, utilizou-se solucdes de acido fosforico 0,05 mMol.L™?, cloreto de calcio
50 mMol.L? e hidroxido de sodio 0,1 Mol.L'* como precursores, sendo o composito
caracterizado por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourrier,
Microscopia Eletronica de Transmissdo, Microscopia Eletronica de Varredura, Espectroscopia
de Energia Dispersiva e Difracdo de Raios-X. Foi possivel verificar que o colageno manteve a
integridade da tripla hélice preservada ndo apresentando perfil de desnaturacdo. A
microscopia eletrénica de varredura permitiu investigar a morfologia das fibras de colageno e
observar a deposicdo das particulas de nanohidroxiapatita. O compdsito obtido apresentou
caracteristicas semelhantes as dos 0ssos naturais, como relagdo Ca/P < 1,67, caracterizando
uma hidroxiapatita deficiente em célcio, presenca de carbonatos em sua composicao, baixa

cristalinidade e ainda cristais de hidroxiapatita em escala nanomeétrica.

Palavras-chave: Colageno. Tilapia (peixe). Quimica Ambiental. Fosfato de Calcio.



ABSTRACT

Sustainable chemistry, or Green Chemistry, aims to improve processes, with the goal of
becoming less waste, toxic waste and unwanted gases to the environment. One of its
principles talks about processes that use raw materials from renewable sources to obtain new
products. The fish waste discarded in the environment without control can cause damage such
as eutrophication of water bodies. An alternative to add value to this waste is collagen
extraction. There are several alternatives to the use of collagen, especially tissue engineering,
where it is being used for the development of media, either alone or in combination with other
materials. Collagen composite and hydroxyapatite have been widely studied. Applications
extend from orthopedics and traumatology, as also in dentistry. This paper proposes the use of
Nile Tilapia skins (Oreochromis niloticus), derived from fish processing waste, to obtain
collagen and subsequently obtain composites nanohidroxiapatita, with potential application as
bone graft. The skins were initially characterized as the moisture, protein, lipid and ash.
Collagen extraction was performed using acetic acid 0.5 mol.L™* and its characterization by
Scanning Electron Microscopy, Spectroscopy Infrared Region with Fourier Transform,
Absorption Spectroscopy UV-VIS, Zeta Potential, denaturation temperature and Differential
Scanning Calorimetry. In preparing the composite for forming the nano-hydroxyapatite
deposited on the surface of the collagenous matrix was used phosphoric acid solution 0.05
mmol.L"? calcium chloride and 50 mmol.L? sodium hydroxide 0.1 mol.L* as precursors, with
the composite characterized by Infrared Spectroscopy in the Region with Fourier Transform,
Transmission Electron Microscopy, Scanning Electron Microscopy, Energy Dispersive
Spectroscopy and X-ray diffraction. We found that the collagen maintained the integrity of
the triple helix preserved showing no denaturation profile. The scanning electron microscopy
allowed to investigate the morphology of collagen fibers and observe the deposition of
particles of nanohidroxiapatita. The composite obtained showed characteristics similar to
those of natural bone, such as Ca / P <1.67 compared, featuring a deficient hydroxyapatite
calcium, the presence of carbonates in its composition, low crystallinity and even

hydroxyapatite crystals at the nanometer scale.

Keywords: Collagen. Tilapia (fish). Environmental Chemistry. Calcium Phosphate.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

Dentro dos principios da necessidade de um desenvolvimento sustentavel, tem-se como
regra que a quimica deve manter e melhorar a qualidade de vida. O grande desafio é a
continuidade do desenvolvimento, diminuindo os danos causados ao meio ambiente. Tal fato
requer uma nova conduta quimica para o aprimoramento dos processos, com 0 objetivo
fundamental da geracdo cada vez menor de residuos e efluentes toxicos, bem como da menor
producdo de gases indesejaveis ao ambiente. Este novo caminho a ser delineado pela quimica
é denominado como quimica sustentavel ou quimica verde (SILVA et al., 2005).

Um dos principios da Quimica Verde fala sobre processos que usem matérias-primas de
fontes renovaveis, como, por exemplo, a reutilizacdo dos residuos gerados ao longo do
processo agroindustrial como fonte de matéria-prima para obtencdo de novos produtos.
Segundo Rosa et al. (2011), a geracdo de residuos esta associada a diversos fatores: desde o
desperdicio no uso de insumos, como também as perdas entre a producdo e o consumo, e
ainda aos materiais que, gerados ao longo da cadeia agroindustrial, ndo possuem valor

econdmico evidente.

De acordo com o ultimo boletim estatistico da pesca e aquicultura do Ministério da Pesca
e Aquicultura, a producdo de pescado extrativo de tilapia no Brasil durante o ano de 2011 foi
superior a nove mil toneladas (BRASIL, 2013). As industrias de beneficiamento de pescado
visam, principalmente, a producdo de filés, gerando um grande volume de residuos
(CARVALHO et al., 2006). Esses residuos, se descartados no meio ambiente sem controle,
podem causar danos como, por exemplo, a eutrofizagdo de corpos d’agua (MACEDO e
SIPAUBA-TAVARES, 2010).

Uma alternativa para agregar valor a esse residuo é a obtencdo de colageno proveniente
da pele da tilapia. Historicamente, colageno de animais terrestres, como bovinos e suinos, tem
sido bastante utilizados. No Brasil, a maior parte do coladgeno é proveniente dos subprodutos
da industria de carne, em funcdo da elevada produgdo brasileira de carne para exportagao.
Porém, o surto de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) e questdes religiosas
apresentaram-se como obstaculos para o continuo uso do colageno originario dessas fontes
(SADOWSKA et al., 2003; SILVA e PENNA, 2012). Assim, fontes alternativas de colageno,
como residuos do processamento de pescado, tém recebido bastante atencao.



INTRODUGAO

Existem varias alternativas para o uso do colageno, como, por exemplo, a utilizacdo em
inddstrias alimenticias para melhorar a estabilidade, elasticidade e consisténcia dos alimentos.
Também podem ser usados para encapsulamento e formacdo de pelicula comestivel,
tornando-os de interesse para a industria farmacéutica de embalagens e industrias fotogréaficas
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Outra possibilidade do uso do coldgeno esta na area biomédica. Na engenharia de tecidos,
o0 colageno esta sendo utilizado para o desenvolvimento de suportes, seja isoladamente ou em
combinagdo com outros biomateriais, para a reconstrugdo da pele, como vasos sanguineos
artificiais, valvulas cardiacas, enxertos 0sseos, cartilagens e substituicdo de ligamentos, etc. A
utilizacdo de coladgeno em aplicacBes biomédicas inclui a producdo de curativos, implantes

vitreos e como veiculos para a liberagdo de farmacos (PATI et al., 2010).

Compositos de colageno e hidroxiapatita tém sido amplamente estudados. As aplicacGes
estendem-se desde a ortopedia e traumatologia; traumatismos raquimedulares e coluna
cervical; tumores musculo-esquelético, entre outras aplicacdes e na odontologia, nos casos de
doencas periodontais, para correcdes buco-maxilofaciais, implantes dentarios, preenchimento
de cavidades cisticas ou mesmo aumentos de rebordo alveolar, além de outras aplicacGes
(COSTA et al., 2009).

No presente trabalho, residuos de pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sdo
usados como fonte de matéria-prima para a obtencéo de colageno como possibilidade de uso
como matriz polimérica para elaboracdo de compdsitos com nanohidroxiapatita,

estabelecendo uma potencial alternativa de aplicacdo como enxerto 0sseo.
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2.1. Objetivo Geral

Explorar as potencialidades do colageno, obtido através de residuos do beneficiamento
da Til&pia do Nilo (Oreochromis niloticus), como matriz polimérica para a elaboragdo de
compositos com nanohidroxiapatita, visando a producdo de um material com potencial

utilizacdo como enxerto 4sseo.
2.2. Objetivos Especificos
Caracterizar as peles utilizadas como matérias-primas para a extracao do colageno;

Extrair o coladgeno presente na pele de tilapia por via &cida e precipitacéo salina;

Caracterizar o colageno obtido através de analises morfoldgicas, estruturais, térmicas e

de estabilidade de superficie;
Produzir um composito de colageno com nanohidroxiapatita;

Caracterizar compdsito obtido através de andlises morfologicas, estruturais e

cristalogréficas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tilapia e seus residuos

3.1.1. Producéo de pescado

Segundo o altimo boletim estatistico da pesca e agricultura do Ministério da Pesca e
Aquicultura, a producdo mundial de pescado (proveniente tanto da pesca extrativa quanto da
aquicultura) atingiu aproximadamente 168 milhdes de toneladas em 2010. Os maiores
produtores foram a China, com aproximadamente 63,5 milhdes de toneladas, a Indonésia,
com 11,7 milhdes de toneladas, a india, com 9,3 milhdes de toneladas e o Japdo, com cerca de
5,2 milhdes de toneladas. Neste cenério, o Brasil produziu 1.264.765 toneladas de pescado
ocupando o 19° lugar no ranking geral. A producéo de pescado nacional para o0 ano de 2011
foi de 1.431.974,4 toneladas, registrando-se um incremento de aproximadamente 13,2% em
relagcdo a 2010. Ainda em 2011, a regido Nordeste continuou registrando a maior produgéo de
pescado do pais, com 454.216,9 toneladas, respondendo por 31,7% da producdo nacional. O
estado do Ceara registrou a 3% maior producdo de pescados da regido, com um total de
98.256,8 toneladas, ficando atras apenas dos estados do Maranhdo e da Bahia (BRASIL,
2013).

Destaca-se a producdo de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) que, em 2011,
correspondeu a 46,6% producdo nacional de aquicultura continental, com 256.824,1 toneladas
e ainda houve a pesca extrativista de 9,6 mil toneladas (BRASIL, 2013). No estado do Cear3,
neste mesmo ano, foram produzidas em torno de 20 mil toneladas de Tildpia do Nilo,

conforme dados da Associacdo Cearense de Aquicultores (Aceaq) (MAZZA, 2012).

3.1.2. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Figura 1) pertence a ordem dos Perciformes
e familia Cichlidae, é originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, encontrando-se
amplamente disseminada nas regides tropicais e subtropicais, como em Israel, no Sudeste
Asiatico (Indonésia, Filipinas e Formosa) e no Continente Americano (USA, México, Panama
e toda a América do Sul). Possui como caracteristicas principais listras verticais na nadadeira
caudal, apresenta coloracdo cinza-azulada, habito alimentar fitoplanctofago e possui escamas
(PADUA, 2001; CARVALHO, 2006). A partir da década de 70, a tilapia do Nilo chegou ao

Brasil, sendo introduzida primeiramente no Nordeste, pelo Departamento Nacional de Obras
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Contra a Seca (DNOCS), e expandiu para todo territorio nacional, passando entdo a ser
cultivada desde a bacia do rio Amazonas até o Rio Grande de Sul (BOSCOLO et al., 2001).

Figura 1 — Fotografia de pescado de Tilapia do Nilo (Oreochromis Niloticus)

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.3. Residuos do beneficiamento da tilapia

Resisténcia a doencas, qualidade da carne e, principalmente, o crescimento rapido séo
caracteristicas que fazem tilapia uma das espécies de peixes mais cultivados no mundo
(ALLAMAN et al., 2013). Devido a alta producdo, um grande volume de residuos é gerado a

partir do beneficiamento da tilapia.

O termo residuo refere-se as sobras e aos subprodutos do processamento dos alimentos
que sdo de baixo valor agregado (ARRUDA, 2004). No caso especifico da tilapia, no Brasil, o
rendimento de filetagem pode variar de 17% a 30%, embora ja existam linhagens melhoradas
de tilapia cujo rendimento chega a 34%-45% (MORAIS et al., 2013). Segundo Vidotti e
Gongalves (2006) os residuos incluem cabeca, carcacga, visceras, pele e escamas. Esses
residuos, se descartados no meio ambiente sem controle, podem causar danos como, por

exemplo, a eutrofizacdo de corpos d’agua.

O termo eutrofizacdo € utilizado, na limnologia, para indicar o fenémeno de
transformacdo de lagos para uma maior produtividade bioldgica, sendo um fenémeno
associado ao aumento excessivo da producdo de biomassa de produtores primarios,
geralmente causada pela elevada concentragédo de nutrientes. A eutrofizacéo artificial (cultural
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ou antropica) é induzida pelo homem e pode ter diferentes origens, como: efluentes
domeésticos, industriais e atividades agricolas, incluindo ainda os efluentes de sistemas de
criagdo de organismos aquaticos. O crescimento demografico e 0 aumento das atividades
industriais e da descarga de nutrientes nos sistemas aquaticos vém acelerando sensivelmente a
evolucdo deste processo. O aumento das concentracdes de nitrogénio e fdésforo sdo as
principais causas da eutrofizacdo em ecossistemas continentais, onde pode haver rapido
desenvolvimento de algas e crescimento excessivo de plantas aquaticas, como cianobactérias
e Eichhornia crassipes ou Pistia stratiotes, respectivamente, levando a uma consequente
diminuigéo na penetracdo de luz e profundas mudangas no metabolismo de todo o ecossistema
e nas concentragdes de oxigénio nas camadas superiores (MACEDO e SIPAUBA-
TAVARES, 2010).

Assim, visando o reaproveitamento desses residuos, que sdo ricos em colageno
(ZENG et. al., 2009), a extracdo deste se apresenta como uma potencial alternativa de
agregacao de valor aos mesmos.

3.2. Colageno

3.2.1. Estrutura e composicao do coladgeno

O colageno, a maior proteina estrutural em animais vertebrados e invertebrados,
contém cadeias peptidicas dos aminoacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina,
hidroxiprolina e alanina e corresponde a cerca de 30% do total de proteinas no corpo e a 6%
em peso. Atualmente, pelo menos 29 tipos diferentes de colageno, que sdo produzidos por
mais de 30 genes, foram identificados. Cada tipo de colageno difere consideravelmente na sua
sequéncia, estrutura e funcdo, e, portanto, eles sdo especificamente distribuidos nas peles,
0ss0s, tendbes, sistemas vasculares ou tecidos conjuntivos intramusculares, onde
desempenham um papel na manutencdo da estabilidade e integridade estrutural dos tecidos
correspondentes e 6rgdos (LIU et al., 2015; DHARA et al., 2013). Na Figura 2 estdo listados

alguns dos diferentes tipos de colageno e sua distribuicao nos tecidos.
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Figura 2 — Distribuigdo e tipos de colageno.

g{:ﬂ;:ﬁo Distribuicio no Tecido
I Pele. tendio. osso, cornea, dentina. fibrocartilagem. grandes vasos.
intestino. utero, derme, ligamentos
i) Cartilagem hialina e elastica. notocdrdio e disco intervertebral
Grandes vasos, parede uterina, derme. intestino, valvula do coracio,
1 gengiva (geralmente coexiste com o tipo I exceto 1o o0sso, tenddo e na
comea)
v Laminas basais. capsula do cristalino
v Cornea, membranas da placenta, osso, grandes vasos, cartilagem
hialina. gengiva
VI Pele. muisculo do coracio
VIT Pele. placenta, pulmio. cartilagem. comea
VIII Produzido pelas células endoteliais
X Cartilagem
X Cartilagem hipertropica e mineralizada
X1 Cartilagem. disco intervertebral, humor vitreo
X1 Tenddo embrionario de frango. ligamento pericdontal bovino
X1 Pele fetal. mucosa intestinal

Fonte: FRIESS, 1998.

A molécula bésica do colageno tem a forma de um bastdo com comprimento e largura
de aproximadamente 300 nm e 1,5 nm, respectivamente, e peso molecular de 300 kD.
Estruturalmente contém trés cadeias polipeptidicas o, cada uma constituida de mais de 1000
aminoéacidos, que se unem para a formacdo do procolageno. O aminoacido glicina possui 0
menor grupo R e sua repeticdo ocorre a cada trés posices na sequéncia das cadeias da hélice.
A sequéncia de aminoacidos no colageno (Figura 3) é, em geral, uma unidade tripeptidica,
glicina-X-prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, onde o X pode ser qualquer um dos 20
aminoéacidos-padrdo. Os aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina, presentes na estrutura do
colageno, ndo séo sintetizados, mas sdo formados por hidroxilacdo da prolina e lisina, pelas
enzinas prolil-hidroxilase e lisil-hidroxilase, respectivamente, que se inicia nos ribossomos
durante a traducdo do mRNA do coldgeno. Assim, o processo de hidroxilagdo € concluido
apos a formacdo da estrutura linear (CAMPQOS, 2008; KOIDE et al., 2005; SENA, 2004,
SILVA e PENNA, 2012).
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Figura 3- Férmula estrutural dos principais aminoéacidos presentes no colageno: (a) Glicing;
(b) Prolina; (c) 4 — hidroxiprolina.

i
H
C—OH o s _ /OH
HoC / \\
H HN o 0
(a) (b) (©

Fonte: PINHEIRO et. al, 2005.

O processo de formacdo do coladgeno ocorre principalmente durante o preparo da
regeneracdo e do desenvolvimento do tecido embrionario. As moléculas de coladgeno séo
secretadas pelos fibroblastos na forma de procolageno sollvel, que é ladeado por duas
estruturas globulares de peptideos contendo nitrogénio (N-) e carbono (C-) terminais
(CANTY e KADLER, 2005). O procolageno é secretado dentro das vesiculas, formado no
aparelho de Golgi e, em sequéncia, é secretado para a matriz extracelular (Figura 4). Na
matriz extracelular, ocorre a acdo das C- e N-peptidases, para clivar as duas estruturas
globulares ligadas as extremidades do procolageno. A agdo dessas enzimas é necessaria para
iniciar o processo de fibrilogénese (producao de colageno), pois essas estruturas globulares
ligadas ao procolageno ocupam um grande espaco em volta da molécula. Assim, é necessario
que ocorra 0 processo de clivagem para formacdo do tropocolageno (Figura 4), que comeca a

se unir com outras moléculas de tropocolageno, formando as fibrilas (NEKLYUDOV, 2003).

As moléculas de tropocolageno unem-se na forma de conformacéao torsa por meio de
associacbes lado a lado, estabilizadas primeiramente pelas interacBes hidrofébicas e
eletrostaticas. As ligacGes peptidicas estdo presentes nas formacGes das ligacGes cruzadas
covalentes intermoleculares entre as cadeias, resultado da interacdo entre os grupos aldeidos e
grupos aminos livres. Essas ligacdes cruzadas fornecem a estabilidade e a forca tensora
necessaria a estrutura supramolecular (Figura 4). Existem quatro residuos-chave envolvidos
no inicio das ligacdes das cadeias do tropocolageno: dois residuos de lisina ou hidroxilisina de
peptideos, contendo o N-terminal; e dois residuos de lisina ou hidroxilisina de peptideos,
contendo o C-terminal. O arranjo cabeca-cauda-torso das moléculas de tropocolageno permite
a interacdo entre os peptideos contendo o N-terminal com os peptideos adjacentes contendo o

C-terminal. O percurso helicoidal dessa superestrutura é destrdgiro, sentido oposto ao
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enrolamento das hélices polipeptidicas individuais, que € levogira. Essas duas conformacGes
permitem um enrolamento apertado possivel das multiplas cadeias polipeptidicas. As fibrilas
de colageno sdo compostas de agregados de moléculas de colageno ao longo de um eixo
paralelo, mas cujas extremidades sdo igualmente sobrepostas para produzir bandas de 70 nm.
O conjunto de fibrilas forma as fibras de colageno, que se organizam em feixes (Figura 4)
(SILVA e PENNA, 2012; NELSON e COX, 2014; DAMODARAN et al., 2010).

Figura 4— Processo de formacéo, organizacéo e estrutura de colageno.
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Fonte: SILVA e PENNA, 2012; DAMODARAN et al., 2010.
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Destaca-se o colageno tipo | (COL 1) identificado como o principal colageno fibrilar
em quase todos os tecidos conjuntivos vertebrais. Ele é Unico, pois para a molécula de
colageno do tipo I, duas cadeias sdo idénticas, denominadas al, e uma ¢ homdloga, mas

quimicamente distinta, denominada a2 (ZANABONI et al., 2000).

3.2.2. Métodos de obtencéo do colageno

Trés métodos de extracdo de colageno sdo reportados: isolamento &cido, isolamento

enzimatico e precipitacdo salina, sendo os dois primeiros os mais utilizados.

Método de Isolamento Acido

Baseado no uso de um é&cido orgéanico, geralmente acido acético (CH3COOH), 0,5 mol/L,
pH= 2,5-3,0 por 48-96 horas a 4°C. O produto obtido é chamado de colageno acido soluvel
(ASC, em inglés).

Método de Isolamento Enzimatico

Baseado no uso de um acido organico, geralmente acido acético (CH3COOH), 0,5 mol/L na
presenca de proteases, via de regra pepsina, em concentracdes de 0,05 g por 100 g de matéria-
prima, pH = 2,5-3,0 por 48-96 horas a 4°C. O produto obtido é chamado de colageno pepsina

soltvel (PSC, em inglés).

Método de Precipitacdo Salina

Baseado na utilizacdo de um sal neutro e acido acético (CHsCOOH), 0,05 mol/L, pH = 8,7-
9,1 por 48-96 horas a 4°C (ABEROUMAND, 2012).

3.2.3. Aplicacbes do colageno

Na literatura sdo reportadas diversas aplicacbes do colageno. Silva e Penna (2012)
relatam o uso do coldgeno como ingrediente funcional em alimentos devido as suas
propriedades emulsificantes, agentes espumantes, estabilizantes coloidais, formadores de
peliculas biodegradaveis, agentes microencapsulantes, com a tendéncia de substituir o

material sintético pelo natural.
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Porém, o uso do colageno esta se expandindo rapidamente na &rea biomédica e no
campo farmacéutico. Lee et al. (2001) relatam que em engenharia de tecidos, o colageno esta
sendo utilizado para o desenvolvimento de suportes, seja isoladamente ou em combinacgéo
com outros materiais para substituicdo de pele, ou como vaso sanguineo artificial, como
valvula cardiaca, como enxertos 0sseos, na substituicdo de cartilagem e ligamentos, etc.
Relatam também que a utilizacdo de colageno em aplica¢des farmacéuticas inclui a produgédo
de curativos para feridas, implantes vitreos e como transportadores para a liberacdo de

farmacos.

3.2.4. Fontes de colageno tipo |

Usualmente, colagenos tipo | (Col 1) para aplicagbes biomédicas sdo principalmente
obtidos a partir de cauda de rato (O'LEARY e WOOD, 2003) ou a partir de espécies bovina
(HSU e CHUEH, 1999), suina (HUANG et al., 2005) ou equina (ANGELE et al., 2004).
Colagenos a partir de diferentes espécies apresentam também alteracdes nas suas propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas (ANGELE et al., 2004). Segundo Techatanawata et al. (2011)
tendGes de rabos de ratos foram uma das primeiras fontes de colageno tipo | a serem usadas
para aplicacGes biomédicas. Colageno tipo | extraidos de tendfes calcaneos, popularmente
conhecidos como tenddes de Aquiles, de origem bovina sdo amplamente utilizados em
aplicacdes dentarias, especialmente em implantodontia. No entanto, os surtos de encefalopatia
espongiforme bovina (EEB), vulgarmente conhecida como doenca da “vaca louca”, e de febre
aftosa resultaram na ansiedade entre os usuérios de coladgeno bovino, devido a ndo totalmente
confirmada hipétese, de que o agente infeccioso pode ser transferido a partir de animais para
seres humanos. Adicionalmente, o coladgeno obtido a partir de 0ssos de porco ndo pode ser
usado como um componente de alguns alimentos, por razdes religiosas (HELCKE, 2000;
SADOWSKA et al., 2003).

Neste contexto existe surge uma oportunidade de fontes alternativas de colageno.
Senaratne et al. (2006) relatam que bracos de polvos, peles de rad-touro, peles de lula e
residuos do processamento de peixes de dgua doce e peixes marinhos, incluindo peles, 0ssos e

escamas, tém sido estudados com esse objetivo.

Na literatura muitos trabalhos sdo reportados utilizando as mais diversas espécies de
peixes como matérias-primas para a extracdo de colageno, tais como: tilapia (ZENG et al.
2009;), badejo do Alasca (YAN et al., 2008), baiacu (HUANG et al., 2011), bagre listrado
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(SINGH et al., 2011), Sebastes mentella, uma espécie de peixe vermelho (WANG et al.,
2008), cavala (LI et al., 2013), Lagocephalus gloveri, uma espécie de peixe-sapo,
(SENARATNE et al., 2006), bacalhau do Baltico (SADOWSKA et al., 2003), entre outros.

3.2.5. Uso de agente reticulante

Durante a extracdo do colageno, as ligacbes covalentes entre as cadeias laterais
(ligacbes cruzadas) sdo rompidas levando a uma maior taxa de degradacdo in vivo e uma
diminuicdo das propriedades mecénicas. Visando reestabelecer essas ligagOes sdo usados
agentes reticulantes, uma vez que a melhoria da taxa de biodegradagdo é indispenséavel para a

realizacéo de suas aplicacdes clinicas em materiais nanocompositos (KIKUCHI et al., 2004).

Reticulantes sdo moléculas de peso molecular muito menor que o peso molecular da
cadeia principal entre duas ligacGes cruzadas consecutivas e normalmente apresentam, no
minimo, dois grupos funcionais reativos que permitam a formacdo de ponte entre cadeias
poliméricas. O glutaraldeido (GA), de férmula quimica CsHgO,, € um agente reticulante
normalmente usado na formacdo de redes de polipeptidios e proteinas devido a reatividade
dos grupos aldeidos, que prontamente formam bases de Schiff com os grupos amino das
proteinas (Figura 5) (COSTA JUNIOR e MANSUR, 2008).

Figura 5 - Representacdo esquematica do tratamento do colageno com o glutaraldeido.

Fonte: BARGE, 2007.
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3.3. Fosfatos de calcio

Os 0ssos e dentes de todos os vertebrados sdo compositos naturais formados por
moléculas de colageno ligadas em cadeias lineares arranjadas em fibras. Entre estas moléculas
hd pequenos compartimentos intersticiais regularmente espacados, onde estdo presentes
nanocristais de um sélido inorganico, que representa 65% da massa total do osso (Figura 6)
(GUSTALDI e APARECIDA, 2010).

Figura 6- Estrutura e composicdo 6ssea em ressaltando as diferentes escalas de tamanho.
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Fonte: CUNHA, 2010.

Os fosfatos de célcio apresentam-se hoje como 0s principais compostos estudados e
empregados como biomateriais para a reposicdo e regeneracdo do tecido 0sseo, pois
apresentam como principais caracteristicas: semelhanca com a fase mineral de 0ssos, dentes e
tecidos calcificados; excelente biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade local
ou sistémica; auséncia de resposta a corpo estranho ou inflamacdes; aparente habilidade em se
ligar ao tecido hospedeiro; taxas de degradagdo varidveis; osteocondutividade, ou seja,
indicam o caminho para o crescimento 6sseo, fazendo que ocorra sobre a superficie ou através
dos poros. Dentre as ceramicas de fosfato de calcio, a hidroxiapatita (HA) se apresenta como
material de referéncia na area de biomateriais. A Tabela 1 mostra os diversos tipos de fosfatos
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de célcio de interesse bioldgico existentes e suas principais caracteristicas. (GOMES et al.,

2012; ARAUJO et al., 2007; KAWACHI et al., 2000).

Tabela 1- Propriedades dos fosfatos de célcio biologicamente relevantes.

- - pH de
Nome do . , . Razao SolubH:dade SOIUb”o'dade estabilidade
Sigla Formula quimica a 25°C, a 37°C, ~
composto Ca/P (PKps) (PKps) em solucdo
P¥p P¥p aquosa a 25°C
Monohidrogeno CaHPO 2H O
fosfato de calcio | DCPD 42 1,0 6,59 6,63 2,0-6,0
dihidratado
Fosfatode | 5ep | CaH (PO) SHO | 133 96,6 95,9 5,5-7,0
octacalcio
Fosfato de célcio | ACP Cax(PQOs)y.nH20 1,22 -
amorfo {FOy 2,2 [a] [a] [a]
a-Fosfato ) a-Caz(POs),
tricalcico a-TCP 1,5 25,5 25,5 [b]
B-Fosfato E B-Casz(PO.),
tricalcico B-TCP 1,5 28,9 29,5 [b]
Hidroxiapatita
.. Calo.x (HPO4)X(PO4)5. 1,5 — - - R
deflc[en_te em CDHA (OH)zx (0<x<1) 166 ~ 81,5 ~ 81,5 6,5-9,5
célcio
Hidroxiapatita HA Cai1o(PO4)s(OH), 1,67 116,8 117,2 9,5-12

[a] N&o pode ser mensurado com precisao.
[b] Esses compostos ndo podem ser precipitados a partir de uma solugdo aquosa.

Fonte: adaptado de DOROZHKIN, 2002.

Uma das propriedades mais importantes dos fosfatos de calcio, a qual é explorada nas

diversas aplicacOes e que pode predizer seu comportamento in vivo, € a solubilidade em agua.

De forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor sera a solubilidade. Fosfatos de calcio com

diferentes morfologias e estequiometrias podem ser preparados variando os parametros de

sintese como: temperatura de precipitacdo, pH do meio, tempo reacional, velocidade de
adicdo de reagentes, temperatura do tratamento térmico (GOMES, 2012; RODRIGUEZ-
LORENZO e VALLET-REGI, 2000).

3.3.1. Hidroxiapatita (HA)

Sabe-se que a hidroxiapatita (HA) € um fosfato de célcio hidratado de formula

quimica, quando estequiometrica, Caio(PO4)s(OH). e corresponde ao principal componente

mineral dos o0ssos e dentes sendo, portanto, sua biocompatibilidade, bioatividade e

osteocondutividade amplamente difundida, o que favorece a proliferacdo de fibroblastos,
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osteoblastos e outras células 6sseas, as quais ndo a distinguem da superficie 6ssea, dada sua
grande similaridade quimica superficial. A superficie da HA permite interagdes do tipo
dipolo-dipolo com moléculas de agua e proteinas, como o colageno, causando a adsorcdo
destas e consequente regeneracdo tecidual. A bioatividade da HA estd relacionada a sua
capacidade de realizar a ligacdo direta com o tecido 6sseo, sem interposicao de tecido fibroso
(DUARTE, 2014; GUSTALDI e APARECIDA, 2010; ZANIN et al., 2007; PEREIRA et al;
2012; SANTOS, 2012).

A estrutura da hidroxiapatita pertence ao sistema hexagonal com dimensdes de célula
cristalina de a = b = 0,9423 nm e ¢ = 0,6875 nm (Figura 7), pertencendo ao grupo espacial
P63/m, caracterizado por um eixo C de 6 unidades perpendiculares a 3 eixos equivalentes
mantendo um triangulo de 120° (Figura 8) (CUNHA, 2010).

Figura 7 — Representacdo esquematica da estrutura cristalina da HA estequiométrica.

Fonte: GUSTALDI e APARECIDA, 2010.

Figura 8- Representagdo esquematica da estrutura cristalina da HA estequiométrica ao longo

do eixo c.

Fonte: MAVROPOULOQS, 1999.
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Esses valores das dimensdes de célula unitéria sdo reportados para a HA mineral ou
HA pura preparada por reacdo em estado sélido ou precipitacdo e sinterizacdo a 1100°C. A
célula unitaria de HA tem seis grupos PO4*, cinco grupos Ca?* e dois grupos OH- (CUNHA,
2010).

A estrutura da HA permite substituicfes catidnicas e aniénicas isomorfas com grande
facilidade: o Ca?* pode ser substituido por metais tais como o Mg?*, Pb?*, Cd?*, Cu?*, Zn?*,
Sr2* Co?*, Fe?, etc; os grupos PO4% podem ser substituidos por carbonatos (COs%) e
vanadatos (VO4") e, 0s grupos OH" por carbonatos, flGor (F") e cloro (CI). Estas substituicGes
podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as dimensbes dos cristais, a
estabilidade, a bioatividade, a biocompatibilidade, a solubilidade e as propriedades de
adsorcdo da estrutura da hidroxiapatita sem que ocorra significante mudanga na simetria
hexagonal da estrutura (SANTOS, 2002).

Entretanto, a hidroxiapatita biolégica ndo € estequiométrica, sendo observada uma
deficiéncia em célcio, como também tragos de carbonatos (COs?), tornando-a biologicamente
mais reativa. O balanco eletronico das cargas pode ser obtido pela auséncia de grupos
hidroxilas (OH) ou, alternativamente, pela presenca do &nion hidrogenogosfato (HPO4>) no
lugar do PO+*>. A hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA) é geralmente caracterizada pela
razdo Ca/P. Enquanto a razdo molar Ca/P da HA estequiométrica € igual a 1,67, a razdo molar
da CDHA pode variar de 1,5 a 1,67. Devido a essa deficiéncia de célcio, fatores como a
influéncia do colageno e outras moléculas organicas, o mineral presente no tecido 6sseo nao é
uma estrutura perfeitamente estequiométrica da hidroxiapatita de calcio, mas uma estrutura
complexa, com formula quimica generica Caio-x (HPO4)x(PO4)s-x(OH)2x, onde 0<x<I (VAZ,
2007; GOUVEIA, 2008).

Suas caracteristicas quimicas e estruturais possibilitam seu uso na area médica como
material biocompativel em implantes e proteses (COSTA et al., 2009). Na ortopedia existe
um particular interesse em usa-la como revestimento de proteses metalicas para promover a
ligagdo interfacial estavel entre o material implantado e o tecido vivo. No tratamento de
tumores, esse biomaterial vem sendo usado como suporte de acdo prolongada. A introducéo
de drogas anticancerigenas em blocos de hidroxiapatita porosa permite que o tratamento da
doenca seja realizado com a liberagdo gradual da droga no organismo (FULMER et al., 1992).
Na éarea odontoldgica a hidroxiapatita é utilizada em casos de doencas periodontais,

preenchimento de cavidades cisticas ou mesmo aumentos de rebordo alveolar, implantes
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dentérios, além de outras aplicagdes para corre¢des buco-maxilofaciais, onde a hidroxiapatita
é utilizada para evitar perda 0ssea apds extracdo de um ou Vvarios elementos dentarios, como

também, recuperacdo de areas com reabsorcao 6ssea (LEGEROS, 1988).

Nas areas de medicina e odontologia a HA tem sido utilizada na forma particulada e
um dos grandes problemas de sua utilizagdo nesta forma é sua dispersao para zona de tecidos
moles causando problemas, incluindo a perda de particulas (RIGO et al., 2007; E'GUES,
2005). Muitos autores aconselham a utilizag&o da hidroxiapatita particulada em conjunto com
uma serie de materiais, tais como: elastina (TEJEDA-MONTESA et al., 2014), quitosana
(HEIDARIA et al., 2015), colageno (BEGAM e SASMAL, 2014), entre outros, facilitando o
manuseio e a adaptacdo adequada do material na medida em que diminui o desalojamento das
particulas. Varios autores sugerem o colageno para este fim, pois este material constitui-se em
um grande agente de unido, biocompativel e reabsorvivel, responsavel pela preservacdo da
migracdo das particulas ceramicas, até a incorporacdo pelo tecido do paciente (COSTA,
2009).

3.3.2. Métodos de obtencdo de HA

Dois tipos de hidroxiapatitas devem ser considerados: as sintetizadas em altas
temperaturas e que apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais grandes (Via Seca), e
as hidroxiapatitas sintetizadas em baixas temperaturas que apresentam baixa cristalinidade e
tamanho de cristais pequenos (Via Umida) (FULMER et al., 1992).

Método Via Seca

O produto obtido apresenta alta cristalinidade, obtido por volta de 900°C seguindo a

seguinte reacdo:
6CaHPO4 + 2H20 + 4CaCO3 — Cai10(PO4)s(OH)2 + 4CO; + 14H20 Q)

Métodos Via Umida

a) Reacdo acido-base

10Ca(OH)2 + 6H3PO4 — Ca10(PO4)s(OH)2 +18H20 (2)
b) Reagdo entre sais de fosfato

O produto obtido apresenta particulas pequenas (<10 um) e baixa cristalinidade,

similar aos tecidos naturais.
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10CaCl; + 6Na2HPO4 + 2H20 — Ca10(POa4)s(OH)2 + 12NaCl + 8HCI 3

10Ca(NO3)2 + 6(NH4)2HPO4 + 2H20 — Cai0(POa4)s(OH)2 + 12NH4NO3 + 8HNOs  (4)

Método Hidrotermal

Método idéntico a via Umida, sob alta pressdo e temperatura. O produto obtido
apresenta particulas nanomeétricas ou milimétricas, sendo possivel a obtencdo de materiais
com porosidade similar a hidroxiapatita obtida de corais. A partir dos diferentes pos, podem-
se obter diferentes morfologias e formatos de materiais, sejam densos ou extremamente
porosos, 0s quais incluem técnicas de processamentos cerdmicos tradicionais e avancadas
como: prensagem, gel casting, injecdo, sol-gel etc. (COSTA et al., 2009).

O grau da ndo estequiometria da hidroxiapatita depende do controle das condi¢cbes
durante a sintese. A precipitacdo rapida durante a titulagdo da solucdo de calcio em solugdo de
fosfato pode levar a falta de homogeneidade quimica no produto final ou, ainda, uma
diminuicdo do pH da solucdo abaixo de 9 pode conduzir a formacdo da estrutura da HA
deficiente em ions de calcio (CDHA). Uma variedade de métodos tem sido proposta para
sintetizar a CDHA. Um dos mais utilizados é o de precipitacdo ou hidrélise por via Umida
com temperatura variando de 25 a 100°C e pH abaixo de 9 (COSTA et al., 2009; CALIMAN,
2011).

3.4. Materiais nanocompositos

Os nanocompositos sdo compositos em que pelo menos uma das fases mostra
dimensBes nanométricas (menor ou igual a 100 nm). Materiais nanocompoésitos surgiram
como alternativas adequadas para ultrapassar as limitacbes dos compdsitos em escala micro e
dos monoliticos, enquanto que representam desafios de preparacdo relacionados com o
controle da composicao elementar e da estequiometria dos nanocristais. Eles tornaram-se bem
conhecidos devido as suas propriedades Unicas e amplo potencial de aplicacdo em diferentes
areas. Os polimeros sdo bastante utilizados, principalmente como suportes, enquanto
nanoparticulas inorganicas atuam como agentes de refor¢o durante a sintese de alguns tipos de
nanocompositos. O objetivo principal de se produzir um nanocomposito é a obtencdo de um
sistema com propriedades superiores as dos componentes unitarios. Algumas limitaces

associadas aos polimeros, por exemplo, podem ser superadas pelo emprego de seus
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compdsitos, dependendo da aplicagdo (CAMARGO et al., 2009; HANEMANN e SZABO,
2010; UI-ISLAM et al., 2014).

3.4.1. Compodsitos de colageno e nanohidroxiapatita

Na literatura sdo reportados muitos trabalnos de compdsitos de
coldgeno/hidroxiapatita, porém, estudos de desenvolvimento de compositos utilizando
colageno/nanohidroxiapatita s&o encontrados em menor nimero. Basicamente, os trabalhos
apenas divergem quanto a técnica empregada para a modificacdo superficial do colageno,
necessaria para estimular a formacgdo de apatita na sua superficie. A biomineralizacdo ¢ um
processo natural para a formacao de 0ssos e dentes em seres humanos e animais. O chamado
método biomimético para recobrimento de materiais com fosfato de célcio é inspirado por
esse processo e consiste na formacdo de uma camada biologicamente ativa de apatita sobre
uma superficie através da imersdo desta em uma solucdo artificial supersaturada de célcio e
fosfato (DUARTE, 2014; LIU et al., 2002).

Jia et al., (2013) desenvolveram suportes de coldgeno comercial e nanohidroxiapatita
para o crescimento de condrocitos na reparacao de tecidos de cartilagem. Lian et al., (2013)
desenvolveram um substituto 6sseo a base de colageno de cauda de rato, nanohidroxiapatita e
acido latico, carregado do antibi6tico vancomicina, para a avaliacdo das propriedades
antibacteriana e de biocompatibilidade do compdsito. Libonati et al. (2014) realizaram um
estudo das propriedades mecénicas de compositos de colageno e nanohidroxiapatita em

simulacdes para avaliar a interface do nanocompdsito e do 0sso, por meio de um modelo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Matéria-prima e reagentes.

As amostras de peles foram obtidas em uma empresa de beneficiamento de pescado,

situada em Fortaleza, Ceara.

Todos os reagentes foram utilizados sem nenhuma purificacdo adicional e como

recebidos do fornecedor.

4.2. Metodologia
4.2.1. Caracterizacdo das peles de tilapia
As andlises foram realizadas no laboratdério de Tecnologia da Biomassa, situado na

Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

O teor de umidade foi determinado em balanca de infravermelho modelo MARTE
ID50. Teores de cinzas foram determinados por método gravimétrico, de lipideos foram
determinados segundo o método de extracdo de Soxhlet e de proteinas foram inferidos pelo
método de Kjeldahl de determinacdo de nitrogénio, com fator de conversao de 6,25 (AOAC,
1995).

4.2.2. Extracdo do colageno proveniente da pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis

Niloticus)

A metodologia adotada foi proposta por Zeng et al. (2009), com modificacdes
utilizando os métodos de via &cida e precipitacdo salina. Inicialmente, as peles foram
liquidificadas para que as escamas fossem removidas. Em seguida, as amostras foram postas
em solugdo de hidroxido de sddio (NaOH) 0,1 Mol.L?, na proporgdo 1:20, por 48 horas, a
10°C, sob agitacdo, para que houvesse a retirada das proteinas ndo colagenosas. Apds essa
etapa, houve o descarte do sobrenadante, e as amostras foram lavadas com éagua destilada a
6°C até que o pH neutro fosse alcancado. Posteriormente, as amostras foram imersas em
solucéo de etanol (CH3CH20OH) 10% (v/v), na proporc¢do 1:10, por 24 horas, a 10°C, sob
agitacdo para que houvesse a retirada de gorduras presentes na amostra. Novamente, foi
descartado o sobrenadante apos as 24 horas e o precipitado foi lavado com agua destilada a
6°C para retirar o excesso de etanol. Apos essa etapa, as amostras foram imersas em solucao
de acido acético (CHsCOOH) 0,5 Mol.L™, na proporcéo 1:20 durante 72 horas, sob agitagéo,

a 10°C. Em seguida, adicionou-se solucdo de cloreto de sodio (NaCl) até uma concentracdo
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final de 0,9 mol.L? e deixou-se em repouso por 24 horas, a 6°C, para que houvesse a
precipitacdo do colageno. Posteriormente, adicionou-se resina de troca idnica a fim de
diminuir o teor de matéria inorganica do material. Ap0s a retirada e recuperacao da resina, foi
realizada uma centrifugacdo a 13000 rpm, a 4°C, durante 15 minutos para que o colageno
precipitado fosse recolhido. Em seguida, o coldgeno obtido foi levado ao ultrafreezer e,
posteriormente, foi liofilizado e moido. Posteriormente, o coladgeno liofilizado foi
resolubilizado em CH3COOH 0,5 Mol.L* a 6°C e foram realizadas duas etapas de dialise. A
primeira etapa procedeu-se contra CH3COOH 0,1 Mol.L%, durante 24 horas, a 6°C, a fim de
diminuir a concentragdo do acido na amostra. Uma segunda etapa de dialise foi realizada
contra agua destilada a 6°C até pH neutro, onde houve a troca de 4gua a cada 24 horas. Apos
essa etapa, o material passou por uma filtracdo a vacuo, em seguida foi levado ao ultrafreezer
para que, posteriormente fosse liofilizado. Apds a liofilizacdo, o material foi moido em
moinho analitico e, posteriormente, pesado para que fossem feitas as caracterizagcdes, como

descrito no fluxograma da Figura 9.

Figura 9- Fluxograma de extracao do colageno.

| Pele | -)I Centrifugacao 13000 rpm/4°C/15min ‘

Recolhimento do precipitado l

|
| Retirada das escamas em liquidificador | |

I
Solugdo NaOH 0,1 M (1:20) por | Ultrafrfezer \

48h/10°C/sob agitagdo |

Liofilizag¢ao ‘

Lavagem com agua destilada 6°C até |
pH neutro I

I | Resolubilizagiio em CH;COOH 0,5M a 6°C |

Solucdo etanol 10% (m/v) (1:10) por

Moagem l

24h/10°C/sob agitagdo | Dialise contra CH;COOH 0,1M por 24h/6°C ‘
I I
Lavagem com é4gua destilada 6°C | Dialise contra agua destilada a 6°C até pH
! neutro
Solugao CH;COOH 0,5M (1:20) por T

| Filtragdo a vacuo
|
| Ultrafreezer

72h/10°C/sob agitagdo
|

Adigdo de NaCl até concentragado final

de 0,9M
I Liofilizacdo
| Repouso p:)r 24h/ 6°C l Moagem
| Adigdo de resina de troca ionica | ‘ P I
. esagem ‘
Retirada e recuperacao da resina de I
troca idnica B ‘ Caracterizagdo ‘

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.2. Caracterizacao da pele de tilapia
As analises foram realizadas no laboratdrio de Tecnologia da Biomassa, situado na

Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

O teor de umidade foi determinado em balanca de infravermelho modelo MARTE
ID50. Teores de cinzas foram determinados por metodo gravimétrico, de lipideos foram
determinados segundo o método de extracdo de Soxhlet e de proteinas foram determinados
pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995).

4.2.3. Caracterizacdo do coladgeno extraido de pele de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

O colageno obtido foi caracterizado através das técnicas de Microscopia Eletrénica de
Varredura, Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier, Espectroscopia de

Absorcao UV-VIS, Potencial Zeta, Viscosimetria e Calorimetria Exploratéria Diferencial.

4.2.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anélise de MEV foi realizada no laborat6rio de Microscopia, situado na Embrapa

Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

Foi utilizada uma metalizadora Emitech, para o recobrimento com platina, formando
uma camada com 60 nm de espessura, e Microscopio Eletrénico de Varredura Zeiss DSM

940A, sob uma voltagem de aceleracdo de 15 kV.

4.2.3.2. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)
A analise de FTIR foi realizada no Laboratério Multiusuario de Quimica de

Produtos Naturais, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

Foi utilizado um espetrdmetro Agilent, modelo Cary 660, na regido de 4000 a 400 cm’
! utilizando-se pastilnas de KBr. Os dados obtidos foram plotados através do software

OriginPro 8.

4.2.3.3. Espectroscopia de Absor¢do UV-VIS
A analise de absorcdo UV-VIS foi realizada no laboratorio de Tecnologia da

Biomassa, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

O colageno foi dissolvido em solucdo de &cido acético 0,5 mol.L? até uma

concentracdo final de 1mg/mL. Foi feito uma linha de base com solucgdo de acido acético 0,5
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mol.L. Foi utilizado um espectrofotdmetro UV-VIS espectrofotdmetro UV-2450
(SHIMADZU), no intervalo de comprimento de onde de 190 — 550 nm. Os dados obtidos

foram plotados atravées do software OriginPro 8.

4.2.3.4. Potencial Zeta ()
A anélise de potencial zeta foi realizada no laboratério de Tecnologia da Biomassa,

situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

O colageno foi solubilizado em &cido acético 0,5 mol. L-* em uma concentragdo de 1
mg/ml. A solucdo foi agitada a temperatura de 4°C por 24 horas. Foi utilizado um analisador
de tamanho de particula com potencial zeta modelo Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
UK), operando na temperatura de 25°C. Utilizou-se acido nitrico 1M e hidroxido de potassio
1M em uma faixa de pH de 2,39 a 12,0, com leituras a cada mudanca de pH de 0,5. Os dados

obtidos foram plotados atraves do software OriginPro 8.

4.2.3.5. Temperatura de Desnaturacao por Viscosimetria
A andlise de temperatura de desnaturacdo foi realizada no laboratério de Tecnologia

da Biomassa, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

O colageno foi solubilizado em acido acético 0,5 mol. L™ até uma concentracio final
de 0,37% (m/v). Foi utilizado um viscosimetro Brookfield Synchorolectic Viscometer modelo
DV I+, acoplado a banho ultratermostatico Solab SL 152. O experimento foi realizado em
varredura de 10,7°C a 50,7°C, utilizando splindle S01, a uma velocidade 100 rpm, com taxa
de aquecimento de 2°C/min. Os dados obtidos foram plotados através do software OriginPro
8.

4.2.3.6. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
A andlise de DSC foi realizada no laboratorio de Tecnologia da Biomassa, situado na

Embrapa Agroinduistria Tropical, em Fortaleza, CE.

Foi utilizado um equipamento DSC Q20 V24.9 Build 121 e gas nitrogénio com
vazdo de 50 mL/min. O experimento foi realizado a uma taxa de 1°C/min com uma
temperatura de equilibrio de 10°C e uma temperatura final de 100°C, com massa de amostra
inicial de 4,4 mg e utilizando panela de aluminio selada. Os dados obtidos foram plotados

através do software OriginPro 8.
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4.2.4. Producgdo do compdsito de colageno e nanohidroxiapatita.

A metodologia adotada foi adaptada de Liu (2008), com modificacbes, utilizando o
método de precipitacdo por via Umida, como descrito no fluxograma da Figura 10. Todas as

solucdes utilizadas foram armazenadas sob refrigeracao.

Inicialmente, 2,67g do colédgeno previamente obtido foram adicionados a 100 mL de
solugdo 50 mMol.L* de é4cido fosférico (HsPO4) (pH = 2,7) e homogeneizado. Em seguida,
houve um ajuste para pH 8,0 utilizando-se solucio 0,1 Mol.L™ de hidréxido de sodio (NaOH).
Posteriormente, foram adicionados 167 mL de solugdo 50 mMol.L! de cloreto de célcio
(CaCly) através de gotejamento durante 4 horas sob vigorosa agitagdo utilizando um agitador
magnético. Apos esse tempo, foi realizada uma filtracdo a vacuo para que o material desejado
ficasse retido no papel de filtro. Em seguida, o material foi liofilizado. Apos a liofilizacdo, a
amostra passou por um tratamento em estufa a vacuo por 72h sob pressédo de 0,1 mbar para
que, posteriormente, fosse fixada em solucdo de gluteraldeido 2,5% (v/v). Em seguida, houve
novamente uma filtracdo a vacuo e uma lavagem final com agua destilada para que o excesso
de glutaraldeido fosse retirado. Finalmente, o material foi liofilizado, moido em moinho
analitico e macerado com auxilio de pistilo e almofariz para que fossem realizadas as

caracterizagoes.

Figura 10- Fluxograma de elaboracdo do compdsito de colageno e nanohidroxiapatita.

| Colageno liofilizado | Estufa a vacuo por
I 72h/105°C/0,1mbar

A 4

| Solugio 0,05mM de HsPOs | T
I Solugéo de glutaraldeido 2,5%
Ajuste para pH 8,0 com solug¢ao (V/v)
0,1M de NaOH I
I ’ Filtra¢do a vacuo ‘
Vigorosa agitagdo em agitador |
magnético | Lavagem com agua destilada ‘

I
Gotejamento de solugao SOmM Ihi l e
ds CaClsduratites hofas Recolhimento do material retido

I no papel de filtro
| Filtracﬁ(l) a vacuo ‘ ‘ Lioﬁlliza(;le ‘
Recolhimento do material retido I
no papel de filtro ‘ Moz;gem l
’ Lioﬁlilzacﬁo ‘ ‘ Macelrac;éo ‘
‘ Lavagem com églua destilada 4°C }— ‘ Caracterizagdo ‘

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.5. Caracterizacdo do compdsito de colageno e nanohidroxiapatita.

O colageno obtido foi caracterizado atraveés das técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, Microscopia Eletrénica de Varredura,
Espectroscopia de Energia Dispersiva, Microscopia Eletronica de Transmissdo e Difracdo de
Raios-X.

4.2.5.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)
A andlise de FTIR foi realizada no Laboratorio Multiusuario de Quimica de

Produtos Naturais, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

Foi utilizado um espetrometro Agilent, modelo Cary 660, na regido de 4000 a 400 cm"
! utilizando-se pastilhas de KBr. Os dados obtidos foram plotados através do software

OriginPro 8.

4.2.5.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de MEV foi realizada no Laboratério de Polimeros do Departamento de
Engenharia de Materiais, situado na Universidade Federal do Rio Grande do Norte, em Natal,
RN.

Foi utilizada um Microscépio Eletrénico de Varredura modelo Hitachi Tabletop

Microscope TM-3000, sob uma voltagem de aceleracdo de 5 kV e 15 kV.
4.2.5.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A andlise de EDS foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrbnica de
Varredura, do Departamento de Geologia, situado na Universidade Federal do Ceara, em
Fortaleza, CE.

Foi utilizado um EDS da marca Hitachi, modelo Swift ED3000 X-Stream.

4.2.5.4. Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

A anédlise de MET foi realizada no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas, situado no
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhédes da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), em Recife,
PE.
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Foi utilizado um Microscépio Eletronico de Transmissdo (MET) da marca FEI Company,
modelo Tecnai Spirit Biotwin G2, operando com uma tensdo de 80 Kv. As imagens obtidas

foram analisadas por meio do software Gimp 2.8.

4.2.5.5. Difracdo de Raios-X (DRX)

A analise de DRX foi realizada no Laboratorio de Raios-X, do Departamento de
Fisica, situado na Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza, CE.

Foi utilizado um difratbmetro da marca Xpert Pro modelo MPD operando a 40 kV e
50 mA. O instrumento foi equipado com um tudo de cobre (Cu), comprimento de onda 1,54
A. As amostras foram examinadas com angulo 26 variando de 5° a 50°. Os dados obtidos

foram plotados através do software OriginPro 8.
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5.1. Caracterizacao das peles de tilapia quanto aos teores de umidade, cinzas, proteinas e
lipideos.

Os valores obtidos atraves da caracterizacdo da pele antes da extracdo do colageno
podem ser observados na Tabela 1. Foi observado um teor de umidade de 70,51%, estando
préximo ao teor esperado, pois, de acordo com Hoinacki (1989), o teor de agua da pele varia
entre 60 e 70 %. O percentual de gordura da pele de til&pia foi de 9,31%, sendo bastante
elevado, portanto, € necessario que 0s tratamentos prévios a extracdo sejam eficientes na
retirada do material lipidico. Sabe-se, que o odor peculiar das peles de pescado deve-se aos
compostos nitrogenados e as gorduras que contém grandes porcentagens de acidos graxos ndo
saturados (ALFARO e SILVA, 2010). O contetdo de proteina em base imida encontrado na
pele de tilapia foi de 26,30% e representara a quantidade maxima de colageno presente no
tecido e, portanto, 0 maximo rendimento possivel da extracdo (ALFARO e SILVA, 2010). O
teor de cinzas observado foi de 0,44%, valor abaixo do encontrado por Franco et al. (2013),
que obteve um teor de cinzas de 1,82% para a Tilapia do Nilo. Isso se deve ao fato de as

escamas, ricas em célcio (Ca) e fosforo (P) terem sido retiradas antes da realizacdo da anélise.

Tabela 2 - Composicéo da pele de til&pia, em base Umida, quanto aos teores de umidade,
lipideos, proteinas e cinzas.

Componentes (%0) Pele de tilapia
Umidade 70,51
Lipideos 9,31
Proteinas 26,30
Cinzas 0,44

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2. Caracterizacao do colageno extraido de pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As caracteristicas morfolégicas do colageno foram estudadas através das imagens

obtidas por Microscopia Eletrdnica de Varredura (Figura 11).
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Figura 11 — Imagens de MEV do colageno obtido: (a) Aumento 50x; (b) Aumento 200x; (c)
Aumento 1000x; (d) Aumento 1000x com destaque para as fibrilas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos observar que o colageno obtido apresentou superficie limpa, o que, segundo
Wang et al. (2014), evidencia a remocdo de proteinas ndo colagenosas e de materiais
inorganicos inicialmente presentes na amostra. Foi observado também que a amostra
apresentou morfologia de superficie de folha regular com manta filamentosa e natureza
fibrilar, tipicos de colageno tipo I, 0 que acarreta uma alta capacidade de absorcao de agua, de
acordo com Tamilmozhi et al. (2013). Finalmente, foi observada uma superficie parcialmente
enrugada que, de acordo com Schuetz et al. (2013), é possivelmente devido a desidratacdo

decorrente do processo de liofilizac&o.

5.2.2. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)
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A anédlise de FTIR foi realizada a fim de realizar uma caracterizacdo estrutural dos
principais grupos funcionais presentes na amostra. A Figura 12 mostra o espectro obtido ap6s
a analise de FTIR. Apenas as bandas mais relevantes foram analisadas e observa-se a presenca

de bandas caracteristicas para a molécula de colageno (Tabela 3).

Figura 12 - Espectro de FTIR para o colageno de pele de tilapia.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3 - Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho.

Comprimento de

Atribuicao
onda (cm™)
3330 Estiramento de grupos N-H Amida A
Estiramento assimétrico de )
2929 Amida B
grupos CH>
1658 Estiramento de grupos C=0 Amida |
1550 Deformacdo de grupos N-H Amida 11

acoplado com estiramento
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de grupos C-N

1452 Deformacéo de grupos C-H

1336 Estiramento de grupos C=0

Deformagéo angular de
1238 grupos N-H acoplado com Amida Il

estiramento de grupos C-N

Fonte: Elaborada pela autora.

A banda relativa @ Amida A foi encontrada em 3300 cm™. Esta banda é associada a
vibracdo de estiramento de grupos N-H e mostra a existéncia de ligacdes de hidrogénio,
provavelmente com um grupo carbonila da cadeia peptidica. A vibracdo de estiramento livre
de grupos N-H ocorre na faixa de 3400-3440 cm™. Porém, quando o grupo N-H de um
peptideo esta envolvido em uma ligacdo de hidrogénio, a posicéo ¢é deslocada para uma menor
frequéncia, geralmente em 3300 cm™ (VEERURAJ et al., 2013). A posicdo da banda relativa
a Amida B ocorreu em 2929 cm, relacionada ao estiramento assimétrico de grupos CH, (YU
etal., 2014).

A banda relativa a Amida I, com frequéncias vibracionais caracteristicas no intervalo
de 1600-1700 cm™, foi observada em 1658 cm™ e esta associada ao estiramento de grupos
carbonilicos ao longo da estrutura polipeptidica e representa um marcador sensivel da
estrutura secundaria da proteina. Essa observacdo confirma que a formacdo de ligacdo de
hidrogénio entre estiramento de grupos N-H (posicdo X) e grupos C=0 (Glicina) do quarto
residuo € responsavel pela iniciagdo da tripla hélice (SINGH et al., 2011). A banda relativa a
Amida |1, caracteristica no intervalo de 1515-1570 cm, foi observada em 1550 cm™ e esta
associada a deformacdo de grupos N-H acoplado com estiramento de grupos C-N (LIU et al.,
2014).

A banda observada em 1452 cm™ esta relacionada com deformagdo de grupos C-H
presentes no anel pirrolidinico da prolina e da hidroxiprolina (VEERURAJ et al., 2015). Uma
banda de absor¢do em 1336 cm™ foi observada relativa a estiramento de grupos C=0 da
carboxila (-COQ"), cujo intervalo vibracional é de 1345-1180 cm™ (SOCRATES, 2001). Foi

observada uma banda de absorcdo em 1238 cm™, correspondente a Amida Ill, que esta
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associada a deformacéo angular de grupos N-H acoplado com estiramento de grupos C-N (LI
etal., 2013).

O espectro vibracional mostrou ainda que a integridade da tripla hélice da estrutura
colagénica se manteve através da razdo das absorbancias medidas em 1238 cm™ e 1452 cm™.
Para materiais formatados em solucdo &cida, a integridade da estrutura secundaria do
tropocolageno pode ser verificada quando o valor da relacdo Ai23s/A1ss2 for maior ou igual a
unidade (AHMAD e BENJAKUL, 2010). Para o material preparado e utilizado neste
trabalho, o valor encontrado para esta relagéo foi de 1,17, caracterizando que a integridade da

tripla hélice foi mantida e ndo houve desnaturacdo da proteina.
5.2.3. Espectroscopia de Absor¢do UV-VIS

A analise de Espectroscopia de Absorcao UV-VIS foi realizada a fim de se observar o
maximo de absorbancia da amostra. A Figura 13 mostra o espectro de absor¢do UV-VIS para

o colageno obtido.
Figura 13- Espectro de absor¢do UV-VIS do colageno de pele de tilapia.
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Fonte: Elaborada pela autora.

E possivel observar uma banda de absorcdo intensa em 231,0 nm, caracteristica do
colageno tipo I. Veeruraj et al. (2015) sugerem que grupos C=0, -COOH e —CONH: estavam
acessiveis na cadeia polipeptidica da proteina. A maioria das proteinas tem um maximo de

absorcéo ultravioleta em 280 nm devido a presenca, em baixas quantidades, de aminoacidos
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aromaticos que absorvem luz na regido préxima do ultravioleta, como o triptofano, a
fenilalanina e a tirosina (HUANG et al., 2011). Kittiphattanabawon et al. (2010) indicaram
que a auséncia de pico de absorcdo do coladgeno a 280 nm indica a pureza deste e a eficacia da
remocdo de proteinas ndo-colagenosas. Assim, isto indica uma eficacia no processo de

isolamento do colageno neste estudo.

5.2.4. Potencial Zeta ()

O potencial Zeta mensura a presenca de cargas superficiais na particula, indicando o
grau de repulsdo entre as particulas igualmente carregadas e, consequentemente, a
estabilidade da suspensdo. A curva de potencial Zeta em funcdo do pH da amostra de
colageno é mostrada na Figura 14.

Figura 14- Curva de variagdo do Potencial Zeta vs pH.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A medida de potencial zeta foi realizada por titulacdo potenciométrica que determinou
a diferenca de potencial gerada pela variacdo de cargas positivas e negativas das proteinas em
funcéo do pH do meio, sendo possivel, através da técnica, determinar o ponto isoelétrico da
proteina, ou seja, 0 pH em que as cargas negativas e positivas da proteina estdo balanceadas e
a proteina esta eletricamente neutra. A partir do grafico € possivel observar que o ponto
isoelétrico do colageno se encontra no valor de pH igual a 4,72. O ponto isoelétrico foi
observado em uma faixa acida de pH, possivelmente devido a alta densidade de grupos

carboxilicos. Foi constatado também que a carga molecular permaneceu muito baixa na regido
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alcalina. 1sso pode ser associado a baixa solubilidade do colageno no intervalo alcalino, em
que as formas de repulsdo entre as moléculas com cargas negativas ndo foram suficientes para
causar a solubilizacdo completa (AHMAD e BENJAKUL, 2010; KAEWDANG et al., 2014).

O pH em que o PI foi obtido foi o mesmo reportado por Singh et al. (2011) para
colageno extraido de pele de bagre listrado. Outros valores pHs para Pls séo reportados na
literatura como, por exemplo, pH=6,05 para atum amarelo (KAEWDANG et al., 2014) e pH
= 6,40 para o Nemipterus hexodon, um tipo de sargo (NALINANON et al., 2011). Essas
discrepancias entre os Pls das espécies de peixes podem ser atribuidas pela pequena diferenca
nas suas composicdes de aminoacidos, principalmente nos dominios de superficie (AHMAD
etal., 2010).

5.2.5. Temperatura de Desnaturacao

A andlise de viscosimetria foi realizada a fim de se determinar a temperatura de inicio
de desnaturacdo da proteina. A Figura 15 mostra a curva de perda de viscosidade em funcgéo

da temperatura do colageno.

Figura 15 — Grafico de temperatura de inicio de deshaturacdao para o colageno obtido pele de

Til&pia do Nilo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Perfis de desnaturacdo térmica do colageno isolado fornecem pistas Uteis para a

estabilidade térmica deste em relacdo ao meio ambiente e ao teor de aminoacidos. A
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temperatura de inicio de desnaturacdo foi calculada quando a taxa de viscosidade da amostra
caiu para a metade do valor inicial. Isso foi observado a uma temperatura de 30,22°C. Esse
resultado, € similar ao encontrado para coladgeno extraido de diversas espécies de pescado
como o Lagocephalus gloveri, 28°C (SENARATNE et al., 2006), Priacanthus tayenus, 30°C
(KITTIPHATTANABAWON et al., 2005) e Diodon holocanthus, 29,64°C (HUANG, et al.,
2011). A temperatura de desnaturagdo térmica do colageno esté relacionada com os teores de
aminoéacidos prolina e hidroxiprolina (VEERURAJ et al., 2015). A viscosidade relativa € uma
propriedade fisico-quimica do colageno e diminui continuamente com o0 aumento da
temperatura. O aumento da temperatura quebra as ligacGes de hidrogénio entre as cadeias
polipeptidicas adjacentes das moléculas do colageno e, como resultado, a estrutura helicoidal
se converte em uma estrutura espiral aleatéria com uma viscosidade reduzida, afetando

principalmente a estrutura secundaria da proteina (JEEVITHAN et al., 2014).
5.2.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A anélise de Calorimetria Exploratéria Diferencial foi realizada com o objetivo de
confirmar o resultado da analise de viscosimetria e observar os eventos térmicos que
envolvem a etapa de desnaturacdo da proteina. A Figura 16 mostra a curva obtida através da

analise de Calorimetria Exploratdria Diferencial.
Figura 16 — Grafico de variacdo de fluxo de calor em funcéo da temperatura para o colageno.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos observar a presenca de um evento endotérmico iniciado 28,16°C, tendo seu

apice em 37,0°C. Esse valor foi proximo ao encontrado para a temperatura de inicio da
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desnaturacdo da proteina pela anélise viscosimétrica. Pesquisas indicam que o aumento da
temperatura acarreta na desintegracdo da estrutura helicoidal do colageno em bobinas
aleatdrias. Isso € possivel atraves da modificacdo de propriedades fisicas, tais como,
viscosidade, difusdo, dispersdo de luz e atividade dptica. Assim, analises de DSC e de
viscosidade sdo geralmente utilizadas para determinar a estabilidade térmica do colageno
(ZENG et al., 2009). O valor encontrado foi préximo ao de Zeng et al. (2012) para colageno
de pele de cobia, onde foi observada temperatura maxima em sua curva de transicdo de 38,17
°C. Huang et al. (2011) obtiveram coladgeno de pele de baiacu e observaram curvas de
transicdo com temperaturas maximas em 29,64 °C. Zhang et al. (2009) obtiveram colageno de
pele bagre e observou eventos endotérmicos em 32,1 °C. Zeng et al. (2009) obtiveram
colageno de pele de tilapia pelo método acido e observaram um evento endotérmico em 32,0
°C.

5.3. Caracterizacao do compdésito de colageno/nanohidroxiapatita

5.3.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada a fim de realizar uma caracterizacdo estrutural dos
principais grupos funcionais presentes no material. A Tabela 4 mostra as bandas mais
relevantes observadas no espectro de FTIR para o composito obtido (Figura 17).

Tabela 4 - Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho para o composito
de colageno/nanohidroxiapatita.

Comprimento o
Atribuicao
de onda (cm™?)

Estiramento de grupos N-H (Amida A) e

3433
estiramento de grupos O-H
2929 Estiramento assimétrico de grupos CHz2 (Amida B)
1658 Estiramento de grupos C=0 (Amida I)
1550

Deformacdo de grupos N-H acoplado com
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estiramento de grupos C-N (Amida I1)

1450 Deformacdo de grupos C-H e estiramento de

grupos COz>

1336 Estiramento de grupos C=0 de cadeia longa

1238 Deformagéo angular de grupos N-H acoplado com
estiramento de grupos C-N (Amida I11)

1028 Estiramento de grupos P-O

873 Estiramento de grupos P-OH

602 Estiramento de grupos P=0

560 Estiramento de grupos P=0

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 17 - Espectro de FTIR para o compdsito obtido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas bandas relacionadas a proteina em 3433 cm™ (Amida A), 2929 cm™
(Amida B), 1658 cm™ (Amida 1), 1550 cm™ (Amida I1), 1240 cm™ (Amida I11), 1450 cm™
(anéis pirrolidinicos da prolina e da hidroxiprolina) e 1336 cm™ correspondente ao
grupamento carboxila (—-COO") (VEERURAJ et al., 2013; YU et al., 2014; SINGH et al.,
2011; LIU et al., 2014; VEERURA et al., 2015; SOCRATES, 2001; LI et al., 2013). Essa
ultima banda, em comparacdo ao espectro de colageno, sem deposi¢cdo mineral, € menos
intensa devido a ligagdo quimica entre os jons Ca®* da HA com os grupamentos —COO" do
colageno (KIKUCHI et al., 2001).

Foi observado um alargamento da banda em 3433 cm™ para o compdsito, em
comparacao ao colageno puro. Esta banda é associada a vibracao de estiramento de grupos N-
H, que ocorre no intervalo de 3400-3440 cm™, e a estiramento de grupos O-H, relativo a
grupos hidroxilas, que apresenta intervalo vibracional em 3500-3200 cm? (WAHL e
CZERNUSZKA, 2006).

As bandas em 1028 cm?, 602 cm? e 560 cm? foram atribuidas aos modos
vibracionais dos fons PO4*", associadas a estiramento de grupos P-O e de grupos P=0 (WENPO et
al., 2015; SOCRATES, 2001.) A anélise FTIR, além de confirmar a deposicdo de HA sobre
as fibras de colageno, também forneceu informacg6es adicionais sobre como a hidroxiapatita
foi formada sobre a matriz colagenosa. Usualmente, a formacéo de nanohidroxiapatita a partir
de solugdes aquosas é precedida por uma fase precursora, geralmente célcio fosfato amorfo
(ACP), Caz(P0.)s, ou fosfato octacalcio (OCP), CagH2(PO4)s.5H-0, que se hidrolisa para
formar uma fase mais estavel de HA. A presenca da banda dupla de PO4> a 602 cm™ e 560
cm, sugere fortemente que esta fase precursora € o fosfato octacéalcico (HUTCHENS, 2006;
SASKA et al., 2011; DUARTE, 2014). Antes da mineralizacdo, o precursor conduz a uma
complexacédo e organizagdo dos cations de calcio, antes de se combinarem com o fosfato. O
OCP, por possuir estrutura quimica préxima a hidroxiapatita, Caio(POa4)s(OH)2, é considerado
um precursor da hidroxiapatita bioldgica. Quando o precursor é ACP, observa-se uma unica
banda caracteristica no lugar de duas (HUTCHENS, 2006; DUARTE, 2014).

A banda em 1420 cm™, também caracteristica de COs®, que apresenta intervalo
vibracional em 1530-1320 cm™, indicam a formac&o de uma hidroxiapatita carbonatada em
substituicdo aos grupamentos PO,> (WENPO et al., 2015). Wopenka e Pasteris (2005)
afirmam que substituicio de PO4> por COs> leva a um déficit de carga negativa, sendo

compensado pela liberagido de fons Ca?* a fim de equilibrar as cargas na estrutura da



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

nanohidroxiapatita. O processo de fabricagdo do compdsito é realizado sem controle da
atmosfera e com movimentagdo do meio reacional. E possivel que o gas carbonico presente
no ar, em contato com a solugio aquosa da reacéo, reaja incorporando o grupamento CO3% a0
processo. A presenca discreta de um ombro na banda de HPOs*, em 873 cm?, indica a
formagdo de nanohidroxiapatita deficiente em célcio (ZHANG e ZHANG, 2011).

5.3.2. Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As caracteristicas morfoldgicas do compdsito de coldgeno e nanohidroxiapatita foram

estudadas através das imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 18).

Figura 18 — Imagens de MEV do composito de colageno/nanohidroxiapatita: (a) Aumento
500x; (b) Aumento 600x.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos observar que particulas de hidroxiapatita foram depositadas na superficie da
matriz de coldgeno sem orientacdo definida. Campos (2008) afirma que a deposi¢do dos
nanocristais de hidroxiapatita na superficie do colageno é promovida pelo acimulo de ions
Ca2* nos grupos carboxila (-COQ") presentes na matriz colagenosa, caracterizando a primeira
fase da nucleacdo da hidroxiapatita. Micrografias semelhantes foram obtidas por Liu (2008),
gue desenvolveu compositos de colageno bovino e hidroxiapatita nanoestruturada; Sasmal e
Begam (2014), que desenvolveram compdsitos de colageno de pele de peixe e hidroxiapatita
em tamanho micro e Ficai et al. (2013), que desenvolveram compositos de colageno humano
e hidroxiapatita em escala micrométrica avaliando a influéncia do pH durante a elaboracdo do

composito.
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5.3.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A técnica analitica de Espectroscopia de Energia Dispersiva foi utilizada para
caracterizar quimicamente as amostras através da analise elementar. O espectro obtido apds a

analise é mostrado na Figura 19 e seus dados sdo apresentados na Tabela 5.

Figura 19 - Espectro de EDS dos compositos de colageno/ nanohidroxiapatita.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 5 - Anélise quimica por EDS do composito de colageno e nanohidroxiapatita.

ELEMENTO % MASSA
Carbono 18,897
Nitrogénio 1,386
Fosforo 5,723
Calcio 8,792
Oxigénio 65,202

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi observada a presenca dos picos de carbono (C), nitrogénio (N) e oxigénio (O),
indicando a preservacdo da composicdo das fibras de coladgeno utilizadas na producdo dos
compositos. Adicionalmente, existem picos de célcio (Ca) e fésforo (P) devido ao processo de
deposicdo mineral ocorrido durante a sintese do compésito. (Figura 21). Destaca-se a

presenca majoritaria de oxigénio (O), uma vez que este esta presente na estrutura do colageno
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e da nanohidroxiapatita. A andlise de EDS ndo detectou a presenca de outros elementos na
amostra, evidenciando a pureza do material. Atravées da anélise foi determinada a razdo Ca/P,
uma vez que essa relacdo € utilizada para caracterizar a composicdo dos fosfatos de calcio.
Araujo (2006) afirma que as apatitas podem apresentar diferentes composi¢cdes. A férmula
quimica da hidroxiapatita estequiometrica € Cai0(POs)s(OH)2 , com relacdo calcio/fosforo
(Ca/P) igual a 1,67 e é o fosfato de célcio mais estavel e 0 menos sollvel de todos. A relacdo
Ca/P determinada por via Umida foi de 1,54, valor proximo ao do 0sso em seu estagio inicial
de mineralizacédo, entretanto demostrando que a hidroxiapatita € ndo-estequiométrica (Ca/P <
1,67) e ainda deficiente em céalcio (GUSTALDI e APARECIDA, 2010; ZHANG e ZHANG
2011).

5.3.4. Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

A analise de Microscopia Eletrénica de Transmissdo foi realizada a fim de ser
observada a presenca das nanoestruturas de hidroxiapatita depositadas na matriz colagenosa.

A Figura 20 mostra imagem obtida por MET do compdsito de colageno e hidroxiapatita.

Figura 20 - Micrografia por MET dos nanocristais de hidroxiapatita depositadas sobre o
colageno presente no composito.

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi observada a presenca de nanoestruturas de hidroxiapatita que se caracterizam por
se apresentarem na forma de agulhas com largura media de 21,53 nm. Esses resultados estdo

proximos aos encontrados por Rubin et al. (2003) que realizaram um estudo de analise por
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MET de nanoestruturas em osso trabecular humano com e sem perfil osteopordtico. Eles
observaram que nanocristais de hidroxiapatita depositados sobre fibrilas de colageno em
0ss0s humanos apresentam morfologia de agulha com largura e comprimento medios de 27,3
+ 3,5 nm e 57,0 £ 6,7 nm, respectivamente. Wang e Liu (2014) desenvolveram compdsitos de
coldgeno bovino com deposicdo de hidroxiapatita e sugerem que nanocristais de
hidroxiapatita apresentam largura média entre 10-30 nm com comprimentos variados em

crescem ao longo das fibrilas de colageno.

5.3.5. Difracdo de Raios-X (DRX)

A andlise de Difracdo de Raios-X foi realizada com o objetivo de se investigar as
caracteristicas cristalograficas do material. A Figura 21 mostra o difratograma de Raios-X do
compdsito obtido.

Figura 21 — Difratograma de Raios-X do composito de colageno e nanohidroxiapatita.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Foi possivel observar a presenca de picos caracteristicos da nanohidroxiapatita em 26
= 31,7°, 26 = 26,9° e 20 = 46, 9°. Observa-se ainda que a nanohidroxiapatita formada
durante a elaboragdo do compdsito apresenta baixa cristalinidade. Araujo (2008) sugere que a
cristalinidade da nanohidroxiapatita pode ser avaliada qualitativamente pelos picos de

difracdo de raios-X, pois amostras contendo picos acentuados e agudos tem maior
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cristalinidade do que amostras que apresentem picos de difracdo largos e de baixa intensidade.
O baixo indice de cristalinidade deve-se a auséncia da etapa de sinterizacdo durante a
elaboracdo do composito. A hidroxiapatita tratada a altas temperaturas tem cristalinidade mais
pronunciada, devido a maior difusdo de moléculas dentro da amostra e permite que o material
amorfo existente no meio possa aderir aos cristais, fazendo-os crescer até alcangar tamanhos
consideraveis. A principio, a nanohidroxiapatita de menor cristalinidade se aproxima mais
aquela do o0sso, ja que ainda possui certa atividade quimica nos cristais menos perfeitos
(MALZAC,2008).



6. CONCLUSAO

Obteve-se com sucesso colageno extraido de pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) com alto grau de pureza. Com a caracterizacdo do colageno observou-se que este
apresentou morfologia adequada e superficie livre de impurezas e ainda que sua estrutura
quimica foi mantida durante a extracdo, apresentando bandas de absor¢do no espectro de
infravermelho caracteristicas da proteina. Observou-se também a integridade da tripla hélice
foi preservada, excluindo-se a possibilidade de desnaturacdo da proteina, que teve seu inicio
de desnaturacdo em torno de 30°C. Obteve-se também sucesso na produgdo de compdsito de
coldgeno e nanohidroxiapatita. A caracterizacdo do composito mostrou que este apresentou
composicao estrutural esperada, com bandas de absor¢do no infravermelho caracteristicas. O
composito obtido apresentou ainda caracteristicas quimicas, morfologicas e estruturais
semelhantes as dos o0ssos naturais, como relacdo Ca/P < 1,67, caracterizando uma
hidroxiapatita deficiente em célcio, presenca de carbonatos em sua composi¢cdo, baixa
cristalinidade e ainda cristais de hidroxiapatita em escala nanométrica. Assim, o material
apresentou caracteristicas adequadas para um potencial uso como enxerto 6sseo. Porém
trabalhos futuros devem ser conduzidos no sentido de avaliar estudos in vitro e a bioatividade
do biomaterial.
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