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RESUMO

O coldgeno é uma proteina biodegraddvel, com baixa antigenicidade, que compde 30 % dos
tecidos conjuntivos animais, conferindo propriedades como elasticidade e manutengdo
estrutural. Pode ser obtido a partir de residuos da inddstria do pescado, contribuindo assim
para o desenvolvimento sustentdvel. E amplamente aplicdvel nos setores cosmético e
farmacéutico, destacando-se na producdo de filmes, onde atua como matriz polimérica.
Filmes a base de coldgeno, no entanto, apresentam baixa estabilidade térmica e sdo suscetiveis
a degradacgdo por espécies reativas de oxigénio (ROS), fato que pode ser mediado a partir da
insercdo de substancias que apresentem elevada estabilidade térmica e acdo antioxidante,
como, por exemplo, os polifendis. Nesse contexto, o presente trabalho apresentou como
objetivo central a producdo de filmes de coldgeno incorporados com diferentes
concentracdes de lignina Kraft, um polifenol residual da indudstria do papel. A lignina foi
fracionada em etanol, utilizando-se a fracdo soldvel para a inser¢do nos filmes. O coldgeno
utilizado manteve sua estrutura tripla-hélice intacta apds a extracdo, como mostrado pelos
resultados da andlise de dicroismo circular (CD). Os filmes contendo lignina apresentaram
boas propriedades térmicas (TGA) e de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), além de
terem apresentado significativa atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e anti-UV. Com
relac@o a citotoxicidade, foi constatado que o grau de toxicidade dos filmes é dependente da

concentracao de lignina presente.

Palavras-chave: Reaproveitamento. Residuos. Colageno. Lignina. Filmes.



ABSTRACT

Collagen is a biodegradable, with low antigenicity protein that makes up 30% of animal
connective tissues, conferring properties such as elasticity and structural maintenance. It can
be used from fish industry waste, thus contributing to sustainable development. It is widely
applicable in the cosmetic and pharmaceutical sectors, standing out in the production of films,
where it acts as a polymer matrix. Collagen-based films, however, have low thermal stability
and are susceptible to degradation by reactive oxygen species (ROS), a fact that can be
mediated from the insertion of substances with high economic stability and antioxidant action,
such as examples, polyphenolic substances. In this context, the present work aims at the
production of bonding films incorporated with different concentrations of lignin Kraft, a
residual polyphenol of the paper industry. The lignin was fractionated in ethanol, using the
soluble fraction for insertion into the films. The collagen used kept its triple structure intact
after extraction, as shown in the circular dichroism (CD) data. The films containing lignin
showed good thermal properties (TGA) and water vapor permeability (PVA), besides
presenting antioxidant (DPPH and ABTS) and anti-UV activity. Regarding cytotoxicity, the
degree of toxicity of the films was found to be dependent on the concentration of lignin

present.

Keywords: Reuse. Waste. Collagen. Lignin. Films.
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1. INTRODUCAO

O processo de industrializagdo mundial, iniciado no século XVIII com a Primeira
Revolugdo Industrial (1760), tem sido responsavel pela producio de diversos bens e servigos,
que contribuem ativamente para a movimentagdo da economia, a geragao de empregos € o
desenvolvimento tecnologico. Entretanto, apesar dos beneficios citados, a atividade industrial
tem apresentado desvantagens que s6 comecaram a ser percebidas a partir do século XX,
como, por exemplo, a elevada geracao de residuos contaminantes de natureza solida, liquida e
gasosa e, consequentemente, a atenuagdo dos niveis de polui¢do ambiental. (AHUTI, 2015;
HO et al., 2012).

Na década de 90, a preocupacdo global com o meio ambiente, impulsionou o
surgimento de uma nova vertente de pesquisa, denominada Quimica Verde, que visa alcangar
um maior indice de desenvolvimento sustentavel em processos industriais, reduzindo ao
maximo os impactos causados as 4guas, ao ar e ao solo, os quais afetam diretamente na
qualidade de vida dos organismos vivos (FOLK, 2018; ANASTAS; EGHBALLI, 2010).

Diante desse contexto, diversos setores industriais vém adotando praticas relacionadas
a diminui¢do e ao reaproveitamento dos residuos gerados, dentre os quais se destaca o setor

do pescado.

e Industria do pescado e o colageno

A industria do pescado (peixes, crustaceos, moluscos e outros animais aquaticos) tem
se expandido nos ultimos anos. Em 2004, a obtencdo de pescado por pesca ou aquicultura
atingiu a marca de 106 milhdes de toneladas, enquanto, em 2016, essa quantidade subiu para
171 milhdes de toneladas. Em 2016, a producdo global de pescado alcangou 171 milhdes de
toneladas, movimentando a economia com, aproximadamente, 362 bilhdes de dodlares. (FAO,
2018).

Essa expansao tem ocorrido, principalmente, devido a intensa demanda alimenticia. O
consumo individual de pescado atingiu a média de crescimento de 3,2% ao ano, entre o
periodo de 1961 e 2016, superando a média de 2,8% ao ano do crescimento no consumo de
carnes terrestres. (FAO, 2018). Esse aumento pode ser justificado pelos beneficios
proporcionados por uma alimentacdo baseada em seu consumo (FISCHER; GLEI, 2015;
SNEDDON, 2012; PORGILSSON; GUNNLAUGSDOTTIR, 2010)

Esse ramo da industria ¢ alicercado em duas atividades centrais: A pesca extrativista e
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a aquicultura. A pesca extrativista tem estagnado a sua produgdo, desde o fim da década de 80.
Enquanto isso, a aquicultura tem se destacado, alcangando, em 2016, 47% da producao global
de pescado. (FAO, 2018).

A elevada ascensdo da aquicultura esta relacionada ao seu custo de investimento
relativamente baixo e a sua produtividade elevada, além de apresentar uma tecnologia
processual pouco dependente de fatores externos - Condi¢des climatica e ambiental, por
exemplo - (DE SIQUEIRA, 2018).

Em contrapartida, a atividade pesqueira tem sido profundamente afetada por pelo
aquecimento dos oceanos, que propiciam alteragcdes na circulagdo dos oceanos e perda na
concentragdo de oxigénio. Essas modificacdes consequentemente afetam as populagdes
marinhas (SZUWALSKI, 2019).

Dentre as espécies mais cultivadas no setor aquicultor em todo o mundo, destaca-se a
Tilapia do Nilo. (FAO, 2018). A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pertence a familia
dos ciclideos (Cichlidae), oriunda do rio Nilo, localizado na Africa (POPMA; MASSER,
1999). E uma espécie de agua doce e levemente salobra, de facil prolificidade (KUBITZA,
2005). O cultivo dessa espécie na aquicultura ¢ bastante difundido, pois se trata de uma
espécie que apresenta elevada resisténcia as condigdes adversas de cultivo, como baixo teor
de oxigénio dissolvido, suporta consideravel salinidade da dgua e uma ampla faixa de
temperatura de cultivo, a qual pode variar de 15 a 32°C (SEBRAE, 2015).

Atualmente, ¢ a espécie mais cultivada no Brasil. Em 2014, foram produzidas 260 mil
toneladas (KUBITZA, 2015). Em 2017, a produg¢do da espécie representou 51,7% da
produgdo total, com um montante de 357.639 toneladas produzidas (ALTAIR
ALBUQUERQUE, 2018).

Figura 1. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Fonte: RECHI, 2016.
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O processo de industrializagao da Tilapia visa, prioritariamente, a produgdo de filés,
que compdem apenas 30% da massa total do peixe. Os demais componentes corporeos
(escamas, pele, visceras), que correspondem aos 70% restantes, sdo considerados como
residuos, podendo ser descartados no ambiente de forma incorreta. (SCHULTER; VIEIRA
FILHO, 2017). Essas partes descartadas sao constituidas por uma variedade de substancias
que podem ser transformadas em produtos de significativo valor agregado, sendo o principal
deles o colageno.

O colageno ¢ a proteina fibrosa mais abundante em tecidos animais, constituindo cerca
de 30% do peso proteico total. E responsavel pela manutengdo da integridade estrutural dos
tecidos conjuntivos, conferindo resisténcia e -elasticidade (RODRiGUEZ; BARROSO;
SANCHEZ, 2018). Existem, aproximadamente, 29 tipos de coligeno, os quais variam na
proporcao de aminodcidos que os compdem e no tipo de tecido conjuntivo onde se encontram.
O mais comum ¢ o tipo I, bastante abundante na pele, nos tenddes e nos ossos. (FRATZL,
2008).

As principais fontes para a obtenc¢do de coladgeno eram as de origem bovina e suina.
No entanto, com o aparecimento de diversas doencas associadas aos animais, como a
encefalopatia espongiforme bovina e a febre aftosa, juntamente com questdes étnicas e
religiosas que os envolvem, as fontes marinhas se tornaram fundamentais para a obtencao da
proteina. (CHEN et al., 2016a).

Quimicamente, o colageno ¢ constituido pelo enovelamento de trés cadeias
polipeptidicas, sendo cada uma delas composta por cerca de 1400 aminoacidos, que irdo
formar uma complexa estrutura tripla-hélice, responsavel pela manutencdo de sua atividade

biologica (RODRIGUEZ; BARROSO; SANCHEZ, 2018).
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Figura 2. Estrutura fibrosa da proteina colagenosa.

Fonte: ISAZA SALDARRIAGSA; CORREA; CONGOTE, 2008.

A proteina adota uma conformagdo secundaria rara, denominada poliprolina II, a qual
¢ caracterizada por uma hélice rotacionada para a esquerda, diferentemente da a-hélice, que

assume a forma de um prisma triangular. (ADZHUBEI; STERNBERG; MAKAROYV, 2013).

Figura 3. Estrutura da poliprolina II (Esquerda) e da poliprolina I (Direita).

Fonte: ZOLTAN SZABO, 1997.

Essa conformacao apresenta uma sequéncia de aminodcidos especifica, com repeti¢des
tripeptidicas do tipo Gly-X-Y, onde o aminoacido glicina destaca-se como o majoritario,

aparecendo sempre na terceira posicao das repetigdes. As posi¢des X e Y podem ser ocupadas
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por quaisquer aminoacidos, sendo, em geral, ocupadas pela prolina e pela 4-hidroxiprolina
(LIU et al., 2015).

Figura 4. Principais aminoacidos que constituem o coladgeno: I - Glicina, II - Prolina e III —

Hidroxiprolina.
I 1 I1I
! H, ) /coo- H///// , /COO'
| N N
/C"////,H *HaN CH, *HaN CH,
| ] |
Coo CH,——CH, CH——CH.__
OH

Fonte: A autora.

A manutencdo da tripla-hélice é dada por interacdes intermoleculares (pontes de
hidrogénio) entre os dtomos de hidrogénio da glicina e as carbonilas (C=0) dos aminoacidos
presentes na posicdo X de cadeias vizinhas. As pontes de hidrogénio podem ser feitas de
forma direta ou intermediadas por moléculas de dgua (H,0), dependendo do meio no qual a

proteina se encontra (PERSIKOV et al., 2000; SHOULDERS; RAINES, 2010).

Figura S. Estrutura do coldgeno, com as regides telopeptidicas.

telopeptide telopeptide
(non-helical) (non-helical)

@_ I OH OH OH OH

(man)n

N-procollagenase C-procollagenase

Fonte: GELSE; POSCHL; AIGNER (2003).
As extremidades dessa complexa estrutura helicoidal apresentam extensdes peptidicas,
que possuem ligagdes cruzadas aldol-histidina intensas entre os aminodcidos presentes,
denominadas regides telopeptidicas. Essas regioes sdo constituidas por uma faixa de 15 a 25

aminoacidos, dentre os quais se pode destacar a lisina, a alanina e a hidroxilisina (LIU et al.,
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2015).

O coléageno, além de conferir propriedades de resisténcia e elasticidade as estruturas
que compde, trata-se de uma substidncia biodegradavel, biocompativel e de baixa
antigenicidade (EL-RASHIDY et al., 2015). Todas essas caracteristicas benéficas tornam essa
proteina amplamente aplicavel em diversos setores, como, por exemplo, na constituicdo de
embalagens filmogénicas alimenticias, na composicdo de biomateriais para a recomposi¢ao
ossea e na composicao de formulagdes cosméticas (SIONKOWSKA et al., 2017).

Por esse motivo, o valor de mercado dessa substincia tem aumentado
consideravelmente no decorrer dos ultimos anos. Em 2016, o valor do mercado global de
colageno e de produtos baseados nessa proteina foi de 3,71 bilhdes de ddlares. Estima-se que,
em 2025, esse valor subira para 6,63 bilhdoes de dolares (GRAND REVIEW RESEARCH,
2017).

Dentre as diversas aplicagdes do colageno, é possivel destacar a producao de filmes. A
proteina apresenta excelente capacidade de constituir a matriz de filmes, devido,
principalmente, a sua caracteristica de fornecer resisténcia estrutural. Esses biofilmes podem
ser aplicados como biocurativos, os quais, para atuarem de forma eficaz, devem apresentar
valores de permeabiidade ao vapor d’agua elevados. Isso porque o processo de cicatrizagao ¢
catalisado pela presen¢a de umidade no meio. A umidade fortalecer a migracdo e a reprodugao
celular. De acordo com Campos; Silva e Berger (2008):

“O curativo umido protege as terminacdes nervosas, reduzindo
a dor; acelera o processo cicatricial, previne a desidratagdo tecidual e a
morte celular; promove necrdlise e fibrinodlise. A impossibilidade de
manter estas condigdes também lentifica a cicatrizacdo, causando
dessecacdo, hipergranulacdo ou maceracao.”

No entanto, os filmes de coldgeno apresentam baixa estabilidade térmica e sofrem
facil oxidacao, devido a acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) (PERUMAL et al.,
2018; RINNERTHALER et al., 2015). Por esse motivo, diversos polimeros naturais e
sintéticos estdo sendo adicionados aos filmes de colageno, tendo em vista a melhoria das
propriedades filmogénicas. Dentre esses polimeros naturais, destacam-se espécies
polifendlicas, as quais se caracterizam por apresentarem elevada estabilidade térmica,
proporcionada pelas estruturas aromaticas estdveis e por apresentarem propriedades
antioxidantes. (LIU et al., 2017).

Nesse contexto, a lignina apresenta-se como uma excelente alternativa, pois se trata de

um composto polifendlico natural e de elevada abundancia. (CROUVISIER-URION et al.,
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2016). A lignina pode ser obtida em larga escala como subproduto da industria do papel.

e Industria do papel e a lignina

A indtstria do papel possui uma média anual de produgdo de, aproximadamente, 400
milhdes de toneladas. No periodo de 2011 a 2015, houve um aumento na produtividade, sendo
alcancado um maximo em 2015, com 406 milhdes de toneladas. (ANNUAIRE, 2015; FAO,
2016).

O principal processo utilizado para a obtengdao de papel, em escala industrial, é o
processo Kraft. Nesse processo, as lascas de madeira, apos passarem por um processo
mecanico de moagem, sdo colocadas em um digestor, juntamente com uma solugdo composta
por sulfeto de sodio (Na,S) e hidroxido de sédio (NaOH), a qual é denominada licor branco.
Essa mistura permanece no digestor por cerca de 1 ou 2 horas, sob elevadas temperatura (165-
175°C) e pressdo. Ao final, € possivel separar a polpa, contendo as fibras de celulose que irdo
originar o papel, do licor negro, um subproduto que ¢ composto, majoritariamente, por
lignina, além de conter 4gua, residuos de hemicelulose e sais inorgdnicos utilizados na
digestao. (RINALDI et al., 2016). Para a obten¢do da lignina, o licor negro ¢ precipitado,
neutralizado com solugdo acida e secado até alcangar o estado solido (CALVO-FLORES;
DOBADO, 2010).

A partir do processo Kraft, produz-se uma média de 130 milhdes de toneladas de
polpa, anualmente. Estima-se que para cada tonelada de polpa produzida, sdo geradas cerca de
dez toneladas de licor negro, como residuo (TRAN; VAKKILAINNEN, 2015). A empresa
brasileira Suzano Papel e Celulose, anualmente produz cerca de 20 mil toneladas de lignina,
obtidas a partir do licor negro (CELULOSE, 2018). Dessas 20 mil toneladas, apenas 1 ou 2%
sao reaproveitados pela industria para a produgdo de energia (CELULOSE, 2018;
LAURICHESSE; AVEROUS, 2014).

A lignina ¢ o segundo biopolimero terrestre em abundancia. Pode ser amplamente
utilizada como precursora para a obtengdo de uma elevada gama de compostos aromaticos de
baixo peso molecular, como, por exemplo, a vanilina. Apresenta diversas caracteristicas
benéficas, como estabilidade térmica elevada, presenca de grupo hidroxilas que podem
realizar pontes de hidrogénio e atuar como ligantes em diversos materiais, fato que justifica
sua crescente aplicabilidade. (CONSTANT et al., 2016; VISHTAL; KRASLAWSKI, 2011).

Dentre suas caracteristicas benéficas, pode-se destacar a potencial atividade

antioxidante, devido aos compostos fendlicos que a compdem. A atividade antioxidante da



22

lignina pode ser expressa em relagdo ao equivalente em Trolox. O Trolox ¢ um antioxidante
soluvel em 4gua, derivado da vitamina E. Assim como a vitamina E, ¢ utilizado como padrao
para medir a capacidade antioxidante de diversas substancias por sua grande capacidade de
extinguir radicais livres e inibir a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) para meios
bioldgicos (ZHONG; SHAHIDI, 2015).

Trata-se de um biopolimero amorfo, de estrutura complexa, que compde a parede
celular das espécies vegetais, sendo responsavel pela manutencao da integridade estrutural,
ligando as fibras de celulose e hemicelulose. Constitui cerca de 20 a 35% da composicao total
da madeira, sendo essa composi¢do variavel dependendo da espécie vegetal na qual esta
presente. (CONSTANT et al., 2016).

E composta a partir da condensagdo polimérica de trés unidades monoméricas basicas,
sdo elas: p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), oriundas, respectivamente, dos
alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (CALVO-FLORES; DOBADO, 2010).

As unidades monoméricas sdo conectadas por ligagdes especificas que caracterizam a
sua estrutura. Essas liga¢des sdo do tipo C-O e C-C entre diferentes dtomos contidos nos
monodmeros. As ligacdes mais abundantes sdo as do tipo -O-4’, que ¢ uma liga¢do do tipo
aril-éter (CALVO-FLORES; DOBADO, 2010). Existe, no entanto, variados tipos de ligagdes
como, por exemplo, as demais ligacdes aril-etéres (a-O-4" ¢ 4°-0-5"), as ligagdes resinol (B-
B’), as ligacdes bifenilicas (5-5°) e as liga¢des fenilcoumaratos (B-5°) (CONSTANT et al.,
2016).

A propor¢ao monomérica da lignina ¢ variavel, dependendo da fonte vegetal da qual
foi obtida e do processo de extracdo utilizado. Com relacdo as fontes vegetais, classifica-se,
de modo geral, que nas gimnospermas (coniferas, por exemplo), hd a predominancia da
unidade guaiacila. O eucalipto ¢ uma espécie vegetal caracterizada como angiosperma.
Enquanto isso, nas angiospermas (eucalipto, por exemplo) predomina as unidades guaiacila e
siringila, sendo essa ultima majoritdria em composi¢do. As gramineas, por sua vez,
apresentam os trés tipos de monomeros (p-hidroxifenila, guaiacila e siringila). Essa

classificagdo ¢ generalizada, existindo exce¢des (CALVO-FLORES; DOBADO, 2010).

Figura 6. Estrutura da lignina e os respectivos alcoois hidroxicindmicos precursores dos

mondmeros: (1) Alcool p-cumarilico, (2) Alcool coniferilico e (3) Alcool sinapilico.
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Fonte: KARKAS et al., 2016.

A lignina apresenta uma estrutura complexa e heterogénea, dificultando sua aplicacdo
na produ¢ao de novos materiais. (RINALDI et al., 2016). Por esse motivo, diversas pesquisas
tém sido desenvolvidas buscando métodos de fracionamento dessa estrutura, destacando-se o
método de extracdo por solvente. (PASSONI et al., 2016).

O fracionamento ¢ vantajoso, pois ird separar as fracdes de alto e de baixo peso
molecular, ird propiciar o aumento da solubilidade das fragdes em diversos tipos de solventes
e ird propiciar o aumento da interacdo do polimero com outros materiais, além de facilitar o
controle das propriedades quimicas e estruturais de compostos formados a partir da lignina
fracionada (LI; MCDONALD, 2014; PASSONI et al., 2016).

Diante disso, o presente trabalho pretende avaliar as propriedades quimicas, térmicas e
citotoxicas de filmes de coldgeno, antes e apds a inser¢do de diferentes concentragdes de
lignina fracionada, utilizando glicerol como agente plastificante. O agente plastificante ¢
responsavel pela redu¢do das interagdes intermoleculares que ocorrem entre as cadeias
poliméricas da matriz do filme, situando-se entre as mesmas e, deste modo, aumentando o
volume livre entre as cadeias. Isso provoca um aumento da flexibilidade e da mobilidade das
cadeias poliméricas ao longo do polimero (VIEIRA et al., 2011).

Os filmes foram caracterizados, utilizando-se técnicas como TGA, FT-IR, UV-VIS,
atividade antioxidante pelos métodos dos radicais DPPH e ABTS, permeabilidade ao vapor

d’agua (PVA) e citotoxicidade pelo método do MTT.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar as propriedades quimicas, térmicas e citotoxicas de filmes de coldgeno, contendo

diferentes concentracdes de lignina Kraft fracionada (0,5; 1,0; 2,5 e 5% m/m).

2.2. Objetivos Especificos

e Extrair e caracterizar o coldgeno obtido a partir de escamas de Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) pelo processo de extracdo 4cida, catalisada por pepsina
(Pepsin soluble collagen - PSC), utilizando as técnicas de espectroscopia de absorcao
na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), potencial zeta, andlise
termogravimétrica (TGA) e dicroismo circular (CD).

e Fracionar a lignina obtida através do processo Kraft, utilizando etanol como solvente.

e (aracterizar a lignina pré e pds-fracionamento, empregando métodos de anélise como
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR), cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC/GPC), andlise termogravimétrica (TGA) e ressonancia
magnética nuclear bidimensional (HSQC).

e Produzir filmes de coldgeno, com diferentes concentracdes de lignina — 0,5%, 1%,
2,5% e 5% (m/m), adicionando glicerol como agente plastificante.

e (Caracterizar os filmes produzidos através de técnicas como espectroscopia de
absor¢do na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), andlise
termogravimétrica (TGA), ensaio de atividade antioxidante pelos métodos do radicais
DPPH e ABTS, andlise por espectroscopia na regidao do UV-Visivel, permeabilidade
ao vapor D’agua (PVA) e citotoxicidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Matéria-prima e reagentes

As escamas de Tilapia do Nilo (SISGEN A3B1887) foram obtidas da empresa de
beneficiamento de pescado La Marea Pescados, localizada em Fortaleza, Ceara. A lignina foi
obtida da empresa brasileira Suzano Papel e Celulose, localizada em Suzano, Sdo Paulo. A
pepsina oriunda da mucosa gastrica suina ¢ a membrana celulosica de didlise, utilizadas na
extragdo de coldgeno foram adquiridas da Sigma-Aldrich (EUA). Os demais reagentes
utilizados foram obtidos das empresas LabSynth e Dindmica LTDA, ndo sendo realizadas

quaisquer modificagdes para purificagao.

3.2. Métodos de obtencao dos produtos

3.2.1. Extracao de colageno

A extragdo de coldgeno a partir de escamas de Tildpia do Nilo foi realizada no
Laboratério de Tecnologia da Biomassa (LTB), localizado na Embrapa Agroindustria
Tropical, em Fortaleza-CE. O método utilizado foi o de extragdo 4cida catalisada por enzima,
com adaptacoes (SUN et al., 2017).

Primeiramente, as escamas foram lavadas com dgua corrente e com agua destilada
para a retirada de residuos solidos presentes. Logo apds, pesou-se uma amostra de 473,35
gramas, a qual foi pulverizada em moinho analitico, com o auxilio de nitrogénio liquido. As
escamas foram entdo, colocadas em um reator juntamente com uma solucao de 5 litros de
hidréxido de soédio 0,1 mol.L™1, para a solubilizagdo das proteinas nio-colagenosas, onde
permaneceram sob agitacdo mecanica durante 24 horas, a 4°C. Decorridas 24 horas, a mistura
foi retirada do reator e filtrada em bomba de vacuo, utilizando-se como filtro tecido nao-
tecido (TNT). Apos a filtracao, as escamas foram lavadas com agua destilada até pH neutro
(pH~7,0). Entao, foram colocadas novamente no reator, com 5 litros de solu¢do de EDTA, de
concentragdo 0,2 mol.L™1, onde permaneceram sob agitagio mecanica, durante 48 horas, a
4°C. O EDTA foi utilizado como agente quelante dos minerais presentes, como, por exemplo,
calcio e magnésio que compdem a fase inorganica das escamas (Hidroxiapatita). Apos o
periodo pré-estabelecido, a mistura foi retirada do reator, filtrada em bomba de vacuo,
utilizando-se tecido ndo tecido (TNT) e, por fim, lavada com agua destilada até a

neutralizacdo, em pH~7,0. Essas etapas iniciais caracterizam o pré-tratamento das escamas.
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Ao final do pré-tratamento restaram apenas 379 gramas de escamas, os quais foram
submetidos ao processo de extracdo. No processo de extracdo, as escamas foram colocadas,
inicialmente, no reator com 5 litros de solugdo de 4acido acético 0,55 mol.L™1 e pepsina 0,5%
(m/m), permanecendo sob agitacdo mecanica, a 4°C, durante 48 horas. Decorridas 48 horas, a
mistura foi retirada do reator e filtrada em bomba de vacuo, com TNT, a fim de separar os
residuos das escamas e a solucdo colagenosa. Os residuos foram descartados e a solugdo
colagenosa foi colocada para precipitar com cloreto de sédio, de concentra¢io 2,3 mol. L1,
durante 24 horas. Logo apds, o precipitado foi separado do sobrenadante por meio da
centrifugacdo, a 4°C, durante 30 minutos, sob rotagdo de 12500 rpm. A solugdo sobrenadante
foi neutralizada e descartada, enquanto o precipitado foi redissolvido numa pequena
quantidade de 4cido acético, concentragio 0,55 mol.L™%, e colocado em membranas de
didlise. As membranas de dialise foram imersas, primeiramente, em solugdo de
hidrogenofosfato dissoédico (Na,HPO,), de concentragdo 0,02 mol.L™1, durante dois dias,
com o objetivo de desativar a pepsina utilizada no processo de extracdo. Em seguida, foi
colocada em solugio de acido acético 0,05 mol.L™1. E por fim, colocada em 4gua destilada,
até obter-se um pH neutro (pH~7,0). Ao atingir o pH neutro, o colageno purificado foi
retirado das membranas de didlise e colocado em formas de aluminio, para ser congelado em

ultrafreezer e, posteriormente, liofilizado.

3.2.2. Fracionamento da lignina Kraft

O processo de fracionamento da lignina Kraft foi realizado no Laboratério de Produtos e
Tecnologia em Processos, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (UFC), situado
em Fortaleza-CE.

Inicialmente, pesou-se uma amostra de 25,561 gramas de lignina. A lignina Kraft ¢
considerada impura, pois no processo alcalino sofrido nao € possivel remover completamente
os complexos formados entre a lignina e a hemicelulose, os quais sdo denominados
complexos lignina-carboidrato (Do inglés, Lignin-Carbohydrate Complex, LCC). Portanto,
logo apds a pesagem, a amostra foi lavada com 4gua destilada, filtrada a véacuo, utilizando-se
papel de filtro (poro de 8 um) e levada para secar em estufa, a 105°C, a fim de garantir a
desintegra¢ao dos complexos.

Em seguida, adicionou-se 150 mL de etanol P.A. a lignina seca (Propor¢aol:10). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética durante cerca de 50 minutos. Ao final, foi

filtrada, com papel de filtro (poro de 8 um), onde foram separadas as fragcdes soluvel e
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insoluvel. A fracdo insolivel foi armazenada e guardada, enquanto a fragdo soluvel foi
rotoevaporada, a 60°C, e levada para secar em estufa, para posterior pesagem, calculo de
rendimento e utilizacao no processo de producao dos filmes.

O etanol foi utilizado como solvente extrator, pois ¢ um solvente polar protico que
tende a fazer ligacdes de hidrogénio com por¢des mais polares da lignina. Essas regides mais
polares apresentam maior miscibilidade em solu¢des aquosas acidas, por exemplo, fato torna
o fracionamento benéfico para a aplicagdo em filmes de matriz colagenosa. A lignina foi
caracterizada apos o processo de lavagem com agua destilada, sendo denominada Kraft
Lavada (KL) e, ap6s o processo de fracionamento em etanol, a qual foi denominada Kraft

Fracionada (EtOH-KL).

3.2.3. Producio de filmes de colageno incorporados com lignina fracionada

Os filmes foram produzidos no Laboratério de Tecnologia da Biomassa (LTB),
localizado na Embrapa Agroindustria Tropical, situada em Fortaleza-CE. O método utilizado
para a preparacio dos filmes foi o casting, com adaptagdes (GIMENEZ; MONTERO, 2013).

O filme controle (sem adi¢do de lignina) foi preparado a partir da pesagem de 1,5
gramas de coldgeno extraido de escamas de Tilapia, solubilizados em 50 mL de 4cido acético,
concentragio 0,1 mol.L™!. A mistura permaneceu sob agitacio mecinica, em béquer
encamisado, a 4°C, durante 24 horas. Apos esse periodo, adicionou-se o colageno solubilizado
em acido em um béquer contendo 0,375 gramas de glicerol (plastificante). A mistura
permaneceu sob agitacdo em ultraturrax, 7000 rpm, durante 10 minutos. Logo apos, foi levada
para desgaseificar em bomba de vacuo, para a retirada de bolhas de ar. Por fim, a solugao
filmogénica do filme branco foi despejada em uma placa de vidro borossilicato (30 X 30 cm),
a qual estava coberta por superficie de poliéster (Mylar®) e, foi puxada com o auxilio de uma
barra de aluminio de espessura 1,5 mm, onde permaneceu secando, a temperatura de,
aproximadamente, 20°C, durante 48 horas.

Para a producdo dos filmes contendo lignina, o procedimento realizado acima foi
acrescido apenas da etapa de adigcdo da lignina. Apds uma hora de solubilizagao do colageno
em solucdo de acido acético 0,1 mol.L™1, a 4°C, sob agitacio mecanica, a lignina foi pesada
nas propor¢des de 0,5%, 1%, 2,5% e 5% (massa de lignina/massa de coldgeno) e adicionada a
solugdo de colageno sob agitacdo. Ambos permaneceram sob agitagcdo até completar-se as 24

horas de solubilizacao.
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3.3. Métodos de analise gerais

3.3.1. Rendimento

O rendimento da extracdo acida de colageno via catdlise enzimadtica foi calculado a

partir da massa liofilizada da proteina, obtida apos a extracao.

Rendimento (0/ ) Massa seca de colageno obtido(gramas)
(0] frm)

X 100 (Equacao 1)

Massa seca de escamas (gramas)

O rendimento do processo de fracionamento realizado com a lignina Kraft foi

calculado a partir da massa final obtida da fragao soluvel.

. Massa seca de lignina fracionada(gramas)
Rendimento (%) =

X 100 (Equacgio 2)

Massa seca de lignina Kraft utilizada (gramas)

3.3.2. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas no Laboratério de Produtos e Tecnologia em
Processos, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (UFC), situado em Fortaleza-
CE.

Os resultados foram obtidos a partir de um espectrometro modelo FTIR/NIR Frontier,
Perkin Elmer (Beaconsfield, UK). Utilizou-se um acessorio de reflexdo total atenuada (ATR),
com cristal de seleneto de zinco (ZnSe) e resolugdo de 4 cm™1. Para o colageno, o glicerol, a
lignina fracionada e a ndo fracionada foram feitas quatro varreduras, na faixa de 4000 a 600
cm™1. Enquanto isso, para os filmes de colageno incorporados com lignina foram feitas

sessenta e quatro varreduras, na faixa de 4000 a 600 cm™1.

3.3.3. Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas do colageno, do glicerol, das ligninas (fracionada/nao
fracionada) e dos filmes foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia da Biomassa,
localizado na Embrapa Agroindustria Tropical, situada em Fortaleza-CE.

Foi utilizado um analisador modelo STA 6000, Perkin Elmer. O método adotado
abrangeu uma faixa de temperatura de 30 a 900°C, sob taxa de aquecimento de 10°C/min e

atmosfera de gas nitrogénio (N,), vazdo 50 mL/min, utilizando-se cadinhos de alumina.
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Foram tomadas amostras de, aproximadamente, 10 mg em cada andlise.

3.4. Métodos de analise especificos

3.4.1. Colageno

3.4.1.1. Potencial Zeta

A andlise de potencial zeta do colageno, para a determinagdo do ponto isoelétrico
(carga liquida = 0) da proteina, foi realizada no Laboratério de Tecnologia da Biomassa,
localizado na Embrapa Agroindustria Tropical, situada em Fortaleza-CE.

Utilizou-se um equipamento Zeta Nano-ZS, modelo ZEN3600, da marca Malvern. A
amostra de colageno foi solubilizada em A4cido acético 0,55 mol.L™1, durante 24 hrs,
permanecendo sob agitagdo constante e apresentando concentracdo final de 0,05 mg/mL.
Posteriormente, foi levada para andlise, a qual foi realizada a 25°C, com auxilio de auto-
titulador acoplado ao equipamento. A amostra foi titulada em uma faixa de pH 1 a 10,
utilizando-se solugdes de hidroxido de potassio (KOH), 0,1 mol.L™1 e de 4cido cloridrico

(HCI) 0,1 mol. L™ 1.

3.4.1.2. Dicroismo Circular

A estrutura secundaria do coldgeno foi avaliada através da analise de dicroismo
circular, no Laboratorio de Biotecnologia Marinha, do Departamento de Biotecnologia de
Recursos Naturais (UFC), situado em Fortaleza-CE.

Foi1 utilizado um espectropolarimetro, da marca Jasco J-15 (Jasco International Co.,
Imtda, Tokio, Japdo), conectado a um peltier com controle de temperatura. O colageno foi
dissolvido em 4cido acético 0,1 mol.L™1, até obter-se uma concentragio de 0,5 mg/mL. A
amostra foi colocada em uma cubeta de quartzo, de caminho dptico igual a 0,5 mm, e foi
analisada na regiao do ultravioleta entre 190 e 250 nm (UV distante), com uma velocidade de
50 nm/min, em intervalos de 1 nm.

A andlise de dicroismo circular fornece informagdes importantes acerca da estrutura
secundaria das proteinas. Cada tipo de estrutura (a-Hélice, B-Pregueada, Poliprolina II)
apresenta padroes de absor¢do da luz polarizada especificos, expressos em fun¢do do grau de
elipticidade. O grau de elipticidade (0) ¢ igual a 32,98 AA, onde AA ¢ a diferenca de absorcao

da luz polarizada a direita e a esquerda.
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Para avaliar o efeito da temperatura sobre a estrutura da proteina, a amostra foi
aquecida em uma rampa de temperatura de 15 a 45 °C, sob uma taxa de 4°C/min, sendo
realizada uma medida a cada 1°C.

A temperatura de desnaturacdo (Tm) foi obtida a partir do grau de foldagem (o), ou

seja, de enovelamento da proteina.

O1rm—0
o =—2"1 (Equacao 3)
Or—6y

Onde 61, ¢ o grau de elipticidade na temperatura de desnaturacao, 8¢ o grau de
elipticidade quando a proteina estd totalmente desnaturada e O ¢ o grau de elipticidade
quando a proteina esta totalmente enovelada, formando a tripla-hélice.

Quando a = 0,5, a proteina foldada iniciou o seu processo de disrupgdo da tripla-
hélice, ou seja, de desnaturagdo. Portanto, a partir da Equacdo X, pode-se encontrar o grau de
elipticidade na temperatura de desnaturagdao. Os valores de O e 0y foram determinados a
partir de uma média aritmética realizada com trés pontos iniciais ¢ finais da rampa de
temperatura, respectivamente.

Realizou-se uma regressao linear no grafico de rampa de temperatura, a partir da qual
foi possivel obter uma reta (y = ax + b), onde y foi correspondente ao grau de elipticidade em

Tm e x foi correspondente a Tm, em °C.
3.4.2. Lignina fracionada (EtOH-KL) e nio fracionada (KL)

3.4.2.1. Cromatografia por Exclusao de Tamanho (SEC/GPC)

As andlises de cromatografia por exclusao de tamanho (SEC) possibilitaram a
obtencdo de informagdes acerca do nimero de cadeias poliméricas (Mn), do peso molecular
das cadeias (Mw) e do grau de polidispersividade do polimero (Mw/Mn). As analises de SEC
para as ligninas fracionada e ndo fracionada foram realizadas no Laboratorio de Produtos e
Tecnologia em Processos, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (UFC), situado
em Fortaleza-CE.

Foi utilizado um equipamento Shimadzu LC-20AD (Kyoto, Japao). Para o método de
analise desenvolvido, utilizaram-se duas colunas analiticas em série de cromatografia de
permeagdo em gel (Phenogel 5u 50 Ae Phenogel 5u 103 A) e um detector UV-Vis, no
comprimento de onda de 280 nm. Como fase moével, utilizou-se tetraidofurano (THF) de alto

grau de pureza. Inicialmente, foram pesados 2 mg de lignina fracionada e ndo-fracionada e
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dissolvidos em 2 mL de THF alto grau de pureza. Posteriormente, a solugdo foi filtrada com
filtro de PTFE 0,22 yum. Por fim, 20 L de solugdo filtrada foram injetados na coluna de GPC,
sob uma vazio de 0,35 mL.min"1. A curva de calibragio foi feita utilizando-se padrdes de

poliestireno PSS (Mw = 162 a 1.3 x 10°g mol™1).

3.4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional (RMN - HSQC)

A andlise de RMN foi realizada no Centro Nordestino de Aplicacdo ¢ Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), situado na Universidade Federal do Ceara
(UFC), em Fortaleza-CE.

O espectro de RMN 2D foi obtido a partir de um espectrometro Bruker Avance DPX
300 300 MHz, equipado com uma sonda de 5 mm One Probe, com bobinas de gradiente z. As
amostras (30 mg) foram solubilizadas em 500 pL. de DMSO-d6. O pico central do solvente foi
utilizado como referéncia interna (DMSO 6H / 8C 2,5 / 39,5). O experimento de coeréncia
quantica heteronuclear tnica (HSQC) usou o programa de pulso "hmqcbiph" da Bruker. O

processamento dos dados de HSQC foi realizado com o auxilio do software Top Spin 3.6.2.

3.4.3. Filmes de colageno incorporados com lignina fracionada

3.4.3.1. Anadlise na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As propriedades de absor¢ao da radiacdo eletromagnética, devido a presenga de grupos
cromoforos, dos filmes de coldgeno incorporados com lignina foram analisadas no
Laboratério de Tecnologia da Biomassa, localizado na Embrapa Agroindustria Tropical,
situada em Fortaleza-CE. Utilizou-se um espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV-2450,
com modulo para amostras so6lidas. Foram realizadas trés varreduras na faixa de luz

ultravioleta-visivel (200 - 800 nm) para cada amostra.

3.4.3.2. Atividade antioxidante (DPPH)

A atividade antioxidante a partir do método do radical DPPH (JONGJAREONRAK et
al., 2008) foi realizada no Laboratério de Produtos e Tecnologia em Processos, do
Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica (UFC), situado em Fortaleza-CE. Foi
utilizado um espectrofotdmetro modelo Cary 60, marca Agilent Technologies, operando com

UV Probe, versao 4.2.
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Os filmes foram dissolvidos em 3 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e permaneceram
sob agitacdo magnética durante 30 minutos. Enquanto isso, preparou-se uma solugdo estoque
do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), de concentracdo 1,00 mmol.L™1. Essa
solugdo de coloragdo violeta foi diluida até a concentracdo final de 0,06 mmol.L™ !, sendo
essa ultima utilizada para a analise.

Primeiramente, tomou-se uma aliquota de 2 mL da solucao de DPPH e adicionou-se
em uma cubeta juntamente com 1 mL de DMSO. A solugdo foi deixada em repouso, na
auséncia de luz, durante 30 minutos e, logo apos, foi efetuada a leitura no comprimento de
onda 517 nm (maximo de absor¢do do DPPH). Essa solugdo foi denominada branco. Em
seguida, foram tomadas trés aliquotas (10 pL, 100 pL e 1000 pL) de cada solugdo
filmogénica, as quais foram adicionadas em trés cubetas de quartzo distintas, juntamente com
990 pL, 900 puL e 0 puL de solugao de DPPH diluida, respectivamente. O restante do volume
de cada cubeta foi preenchido com DMSO. Assim como o branco, as solugdes com diferentes
concentragdes de filmes foram deixadas em repouso, na auséncia de luz, durante 30 minutos
e, ao final, foram realizadas as leituras em 517 nm. Todas as medidas foram realizadas em
duplicata.

Figura 7. Reagdo de reducao do radical DPPH a partir da lignina.
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Fonte: A autora.
A partir dessa medida, foi possivel identificar se houve o mecanismo de transferéncia
eletronica de possiveis substancias antioxidantes presentes nos filmes para o DPPH, a fim de
reduzi-lo, originando uma soluc¢do de coloragdo amarela.

A porcentagem de inibi¢cao do radical DPPH foi calculada de acordo com a Equacao 3.

Abs branco—Abs amostra

Inibigio (%) =

X 100 (Equacgio 4)

Abs branco

Onde Abs branco é a absorbancia média do branco e Abs amostra ¢ a absorbancia
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média da amostra, ambos no comprimento de onda de 517 nm (comprimento de onda padrio).

3.4.3.3. Atividade antioxidante (ABTS)

A atividade antioxidante dos filmes, utilizando o método do radical 2,2’-azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) (NENADIS et al.,, 2004), foi realizada no
Laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pés-Colheita, localizado na Embrapa Agroindustria
Tropical, situada em Fortaleza-CE.

Inicialmente, o radical ABTS foi produzido a partir da reacdo de 5 mL de solucdo
estoque de ABTS 7 mM com 88 uL de solugdo de persulfato de potassio (K;S,0g) 140 mM. A
mistura foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, durante 16 horas. Em seguida, 1 mL
dessa mistura foi diluida em alcool etilico até obter-se uma absorbancia de 0,7 nm + 0,05 nm,
no comprimento de onda de 734 nm (absor¢ao maxima).

Os filmes foram solubilizados em DMSO, durante 30 minutos. Em seguida, foram
retiradas trés aliquotas (10, 20 e 30 uL) de cada solugdo filmogénica, as quais foram
adicionados 3 mL de solugdo do radical ABTS previamente preparada. Ap6és 6 minutos,
realizou-se a leitura no comprimento de onda de 734 nm. O 4lcool etilico P.A. foi utilizado
para zerar o espectrofotdmetro.

Figura 8. Reacdo de redugdo do radical ABTS a partir da lignina.
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Fonte: A autora.
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As medidas foram realizadas em triplicata e, ao final, foi determinado o potencial de

inibicdo, de acordo com Equagao 4:

Abs branco—Abs amostra

Inibicio (%) =

X 100 (Equacgio 5)

Abs branco

Onde a absorbancia do branco ¢ a absorbancia obtida pela apenas com a solucao do
radical ABTS com etanol.

Além disso, analisou-se a capacidade antioxidante dos filmes em relagdo ao
equivalente de trolox, um antioxidante padrao. Primeiramente, preparou-se uma solugdo de
trolox, de concentragdo 2 mM. Essa solucdo foi diluida, originando cinco solugdes de
diferentes concentragdes (100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM). Em seguida, retiraram-se
aliquotas de 30 uL de cada uma das solugdes, as quais foram acrescidos 3 mL de soluciao do
radical ABTS para a realizacdo da leitura no comprimento de onda de 734 nm. Apoés a leitura,
construiu-se uma curva de calibragdo para o trolox com uma equacdo da reta, onde X
representava a concentracdo de trolox e Y a respectiva absorbancia. O X foi substituido por
1000 uM, a fim de se obter um valor de absorbancia para a concentragdo de trolox
apresentada.

Por fim, as medidas de cada solugdo filmogénica realizadas para a determinagdo do
potencial de inibicao possibilitaram que cada filme obtivesse uma curva, com uma respectiva
equacdo da reta. Entdo, o valor de absorbancia referente a concentracdo de 1000 uM de trolox
foi substituido em cada uma das equagdes da reta e, desse modo, determinou-se a

concentragdo de antioxidante equivalente a 1000 uM de trolox.

3.4.3.4. Permeabilidade ao Vapor d’Agua (PVA)

A analise de PVA foi realizada no Laboratorio de Tecnologia da Biomassa, localizado
na Embrapa Agroindustria Tropical, situada em Fortaleza-CE. Foi baseada no método
gravimétrico ASTM E96-00 (ASTM, 2000), com modificagoes.

Inicialmente, foram cortadas e medidas as espessuras de cinco amostras circulares de
cada filme, utilizando um bisturi ¢ um micrometro digital Mitutoyo, modelo Digitatic
Micrometer, com resolucao de 0,001 mm, respectivamente.

Em seguida, as amostras foram colocadas entre os encaixes de células de permeagao
de acrilico (6,7 mm de altura e 24 mm de didmetro), com 1,5 mL de 4gua destilada na

cavidade interior das células. Entdo, foi realizada a selagem com graxa de silicone para
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garantir que a permeagdo ocorresse apenas através dos filmes. As células de permeagao foram
acondicionadas em um dessecador vertical e mantidas sob controle de temperatura e umidade
(25 £ 5 °C de temperatura e 50 + 5% de umidade relativa). O peso das células foi verificado
no intervalo minimo de 1 hora em uma balanga analitica. Foram feitas oito pesagens em um

periodo de 24 h.

g.mm
kPa.h.m?

PVA =TPVA X ﬁ (Equagiio 6)

A unidade de PVA ¢ e seu valor € obtido pela Equacgao 4:

Onde TPVA ¢ a taxa de permeabilidade ao vapor de dgua, e € a espessura do filme, e

AP ¢ a diferenga de pressdo parcial de vapor de agua entre as faces do filme.

3.4.3.5. Citotoxicidade

A citotoxicidade dos filmes foi realizada no Laboratério Integrado de Biomoléculas
(LIBS), do Departamento de Patologia e Medicina Legal (UFC), situado em Fortaleza-CE.

Inicialmente, foram cortados oito discos de cada filme, com didmetro de 1 cm, os
quais foram esterilizados, em capela de fluxo laminar, através da incidéncia de luz ultravioleta
(UV), durante 40 minutos (20 minutos por face). Em seguida, as amostras foram armazenadas
a4°C.

Para a preparagdo dos extratos, as amostras de cada filme foram colocadas
assepticamente em tubos Falcon, juntamente com 5 mL de meio de cultura DMEM
suplementado (10% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina; no caso de células HaCat, o
meio também foi suplementado com Piruvato de sddio 1 mM). Em seguida, foram incubadas
a 37 ° C, durante 24 hrs, de acordo com o estabelecido pela ISO 10993-12.

Ap6s o periodo de incubacdo, os extratos obtidos foram coletados para o ensaio. As
células 1.929 (fibroblastos de camundongo) e as células HaCat (queratindcitos humanos)
foram semeadas em meio DMEM suplementado, sob uma densidade de 5 x 103 células/poco,
em uma placa de poliestireno de 96 pogos. Logo apds, foram incubadas a 37 © C (5% de CO2
e 95% de umidade), por 24 h. Posteriormente, o meio de cultura foi removido dos pogos e 100
pL do extrato da amostra foram adicionados a cada pogo. A placa foi novamente incubada a
37 °C, durante 24 e 48 h. Apés esse periodo, o extrato foi removido dos pogos e foram
adicionados 100 pL. de meio DMEM suplementado contendo 1 mg/mL do reagente brometo
de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difeniltetraz6lio (MTT), entdo, a placa foi incubada por 4 h

sob condicdes de cultura padriao. Em seguida, a absorbancia nos pogos foi medida em um
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leitor de microplacas (SpectraMax i3x, Molecular Device, Sunnyvale, EUA), a 570 nm. O
grupo controle foi realizado expondo as células apenas ao meio de cultura DMEM
suplementado. A viabilidade das células do grupo controle foi ajustada para 100% para o

calculo dos valores médios e desvio padrao (n = 5).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Colageno

4.1.1. Rendimento

A extracdo de colageno, obtido a partir de escamas de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus), apresentou rendimento igual a 3,63%. Esse resultado foi superior ao encontrado
para a extragdo realizada a partir da espécie Lates calcarifer, onde o rendimento foi igual a
1,06% e, semelhante ao obtido para a extracdo a partir da espécie Diodon holocanthus, onde
obteve-se um rendimento de 4%, ambas aplicando o mesmo método de extracdo 4acida,
catalisada por pepsina (CHUAYCHAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2015; HUANG et al.,
2011).

Por sua vez, a proteina extraida através de escamas de Tilapia, utilizando apenas o
método acido, sem a catalise enzimatica, exibiu um rendimento inferior igual a 3,2%. (CHEN
et al., 2016a). Isso ocorreu, pois a pepsina, utilizada como catalisadora no processo,
solubiliza as regides terminais ndo-helicoidais do coladgeno, as quais sdo denominadas regides
telopeptidicas e, desse modo, aumenta o rendimento da extracdo. Essas regides sao dificeis de
serem dissolvidas, devido a existéncia de ligagcdes covalentes intensas do tipo aldo-histidina,
que s3o chamadas de ligagdes cruzadas.

Na Figura 9, encontra-se o colageno extraido apos a realizagdo dos processos de
liofilizacdo e moagem.

Figura 9. Colageno liofilizado, extraido a partir de escamas de Tilapia do Nilo.

Fonte: A autora.

4.1.2. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)
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A partir da analise de FTIR do colageno foi possivel identificar cinco bandas
caracteristicas da estrutura proteica, como mostrado na Figura 10, as quais correspondem as

vibragdes dos atomos envolvidos nas ligacdes peptidicas.

Figura 10. FTIR do colageno extraido a partir de escamas de Tilapia do Nilo.
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Fonte: A autora.

Inicialmente, foi identificada uma banda em 3300 cm™2, referente ao estiramento da
ligacdo N-H (Amida A) das ligacdes peptidicas. Em geral, esse pico ¢ esperado numa regiao
de maior nimero de onda, entre 3400 e 3440 cm™!. No entanto, quando o 4tomo de
hidrogénio estd envolvido em interagdes intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio, essa
banda é encontrada em valores inferiores de nimero de onda, conforme o identificado. Foi
observada uma banda caracteristica de Amida B, em 2928 ¢m™?, a qual se encontra associada
aos estiramentos assimétricos de ligagdes C-H, de grupos metileno (CH,). As ligagdes
envolvidas nas vibragdes referentes aos sinais de Amidas A e B encontram-se destacadas na

Figura 8§ abaixo.

Figura 11. Ligagdes referentes aos sinais das Amidas A e B.
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Fonte: A autora.

1 que corresponde ao estiramento das

Constatou-se ainda uma banda em 1632 cm™
ligagdes carbonilicas (C=0) de amida. Em geral, essa banda ¢ esperada em valores entre 1640
e 1690 cm™1, no entanto, ela foi encontrada em um niimero de onda menor, reafirmando a
existéncia de ligacdes de hidrogénio entre as ligagdes N-H e C=0, as quais sao fundamentais
para a manutencao da estrutura secundaria da proteina. Os sinais referentes as Amidas II e III
(1548 e 1238 cm ™1, respectivamente) estdo relacionados aos estiramentos das ligagdes C-N e

aos dobramentos das ligacdes N-H das ligacdes peptidicas. As ligagdes envolvidas nas

vibragdes referentes aos sinais de Amidas I, II e III estdo eminentes na Figura 12.

Figura 12. Ligacdes referentes aos sinais das Amidas I, IT e III.
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Fonte: A autora.

1 a qual esta

Por fim, ¢ importante destacar a banda encontrada em 1452 cm™
relacionada ao dobramento no plano das ligacdes C-H dos grupos metileno, pertencentes aos
aneis pirrolidinicos da prolina e da hidroxiprolina. A razdo encontrada entre as absorbancias
do pico de Amida III e do pico em 1452 cm™? foi de 1,12. De acordo com dados encontrados
na literatura, quando essa razdo ¢ proxima de um (~1) indica que, ap6s o processo de extragao

da proteina, houve a manutencao da estrutura tripla-hélice (CHEN et al., 2016a). Essa relagao
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estabelece a associacdo entre a quantidade de ligagdes peptidicas (Amida III) e a quantidade
de aminodacidos (prolina, hidroxiprolina e glicina) responséaveis pela sustentacdo da estrutura
conformacional poliprolina II adotada pelo colageno. Quando essa relagdo ¢ inferior a 1,0,
como ocorre para a gelatina (colageno hidrolisado), representa que houve uma clivagem de
ligacdes peptidicas, resultando na ruptura da tripla-hélice que ¢ responsavel pela atividade

bioldgica da proteina.

4.1.3. Analise Termogravimétrica (TGA)
A andlise termogravimétrica do colageno permitiu a identificagdo de dois eventos de

degradacdo consideraveis, apresentados na Figura 13.

Figura 13. TGA do colageno extraido a partir de escamas de Tilapia do Nilo.
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Fonte: A autora.

O primeiro evento foi encontrado em uma faixa de temperatura inferior a 100°C, com
um maximo em 76°C e apresentando uma perda de massa de 18%. Esse evento corresponde a
evaporacao de moléculas de dgua retidas na estrutura proteica. A elevada porcentagem relativa
ao evento de perda de agua pode ser atribuida ao fato do colageno ter sido previamente
pulverizado com nitrogénio liquido, aumentando sua umidade.

O segundo evento exibiu uma temperatura inicial de degrada¢dao em 269°C, atingindo
um maximo em 321°C, e obteve uma perda de massa equivalente a 44%, como apresentado
na Tabela 1. Esse evento encontra-se associado a degradacdo da proteina, que ocorre,

principalmente, a partir da quebra das ligagdes peptidicas que a constituem.
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Os eventos encontrados estdo de acordo com os exibidos para as espécies Arothron
stellatus e Starry triggerfish, as quais também apresentaram dois estagios de degradacdo do
colageno, sendo o primeiro encontrado na faixa de 30 a 110°C e o segundo encontrado na
faixa de 300 a 400°C. (AHMAD; NIRMAL; CHUPROM, 2016; GIRIPRASATH;
SINGARAVELU, 2014).

Tabela 1. Resultados da andlise termogravimétrica do coldgeno extraido de escamas de

Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Evento 2 Evento 2 Evento 2
Tonset Tméxima PM
Colageno 269 °C 321°C 44%

Fonte: A autora.

4.1.4. Potencial Zeta

A andlise do potencial zeta determinou o ponto isoelétrico do colageno obtido, ou seja,
ponto onde as cargas resultantes da proteina sdo iguais a zero. Esse ponto foi encontrado em
pH igual a 5,35, como mostrado na Figura 14. Esse valor ¢ proximo do encontrado para o
colageno de outras espécies de peixes como, por exemplo, o coldgeno extraido a partir de
escamas da espécie Lates calcarifer, que apresentou ponto isoelétrico em pH igual a 5,76
(CHUAYCHAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2015).

O valor do ponto isoelétrico encontrado depende da composi¢cdo de aminoacidos nas
cadeias polipeptidicas da proteina. No caso do coldgeno tipo I que foi extraido, ha uma
predominancia de aminoéacidos com cadeia lateral (—R) ndo carregada. Desse modo, os grupos
amino (pKa = 2,34) e 4cido carboxilico (pKa = 9,60) sdo os principais responsaveis pelas
cargas geradas na estrutura proteica. Logo, o momento em que a carga liquida ¢ igual a zero
pode ser estimado a partir do valor médio de pKas desses grupos, o qual situa-se, em geral,
proximo de pH igual a 5, fato que estd de acordo com o encontrado.

O ponto isoelétrico da proteina fornece importantes informagdes acerca de sua
solubilidade. Em regides de pH abaixo do ponto isoelétrico, hd uma predominancia de cargas
positivas, resultando em uma intensa repulsdo eletrostatica entre as moléculas do coldgeno e,

consequentemente, resultando no aumento de sua solubilidade.
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Figura 14. Ponto isoelétrico do colageno extraido a partir de escamas de Tilapia do Nilo.
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Fonte: A autora.

4.1.5. Dicroismo Circular

O coldgeno extraido a partir de escamas de Tildpia do Nilo apresentou dois picos de
absor¢ao de luz circularmente polarizada, caracteristicos da conformagdo poliprolina II. O
primeiro pico (absorc¢ao negativa) foi encontrado em 197 nm e o segundo (absor¢do positiva)
em 221 nm, como mostrado na Figura 15. Os picos de absor¢des encontrados estdo
diretamente relacionados as ligagdes peptidicas da estrutura protéica, sendo o primeiro pico
(197 nm) referente as transi¢des n — 7*, oriundas dos 4&tomos com pares de elétrons ndo-
ligantes das amidas, como oxigénio e nitrogénio, € o segundo pico (221 nm) referente as
transi¢des m — m*. A partir desse resultado foi possivel identificar a eficacia do processo de
extracdo utilizado, o qual manteve a estrutura da proteina intacta.

Além disso, realizou-se uma variacdo de temperatura, no comprimento de 220 nm, a
partir da qual foi possivel identificar a queda do pico de absor¢do positivo que ocorreu com o
aumento da temperatura. Esse fato estd diretamente relacionado a desnaturagdo proteica, com
a ruptura da tripla-hélice. Quando o grau de foldagem ¢ igual a 0,5, ou seja, no momento em
que 50% da estrutura proteica perde seu enovelamento, considera-se a temperatura de
desnaturagdo da proteina. Na analise do colageno extraido, essa temperatura foi encontrada
em 37,1°C. O resultado foi superior ao encontrado para o colageno extraido de pele de tilapia

do Nilo e para o coldgeno oriundo de escamas da carpa indiana, pertecente a espécie
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Cirrhinus cirrhosus, onde as temperaturas encontradas foram, respectivamente, 34,5°C e

35°C. (PAL et al., 2016; SUN et al., 2017).

Figura 15. Dicroismo circular do colageno extraido a partir de escamas de Tilapia do Nilo.
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Fonte: A autora.

4.2. Lignina Kraft

4.2.1. Rendimento do fracionamento

Figura 16. Fracao soluvel de lignina Kraft, obtida apds o fracionamento etanolico (KF ou

EtOH-KL).

Fonte: A autora.

O fracionamento etanolico da lignina exibiu uma massa final de lignina soluvel igual a
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11,859 gramas. O rendimento calculado, de acordo com a Equagdo 2, foi igual a 46,39 %. O
resultado foi semelhante ao encontrado para a lignina Kraft, obtida a partir de uma espécie de
gimnosperma, que foi fracionada com metanol e, ao final, apresentou um rendimento para a
fragdo soluvel de, aproximadamente, 40% (PASSONI et al., 2016). A lignina solavel em

etanol encontra-se apresentada na Figura 16, apds passar pelo processo de secagem.

4.2.2. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (FTIR)

Figura 17. FTIR da lignina lavada antes do fracionamento (KL) e da lignina fracionada (KF).
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Fonte: A autora.

A andlise de FTIR da lignina antes e depois do fracionamento possibilitou a
identificagdo dos picos em 3404 e 3389 cm ™! para KL e para KF, respectivamente, os quais
correspondem aos estiramentos das ligacdes O-H alifaticas e fendlicas, como mostrado na
Figura 17. A diminui¢do do numero de onda encontrado para a KF pode ser justificada pelo
fato do etanol (solvente polar protico) solubilizar fragmentos polares da lignina, os quais estdo
envolvidos em ligagdes hidrogénio. Esse fato diminui a energia das ligagdes O-H alifaticas e
fendlicas, diminuindo, consequentemente, o nimero de onda em que sdo encontrados os
sinais.

Em 1705 cm™1, para ambas as ligninas (KL e KF), identificou-se um pico referente ao

estiramento de ligacdes C=0 de grupamentos cetonas. As bandas esqueletais, relacionadas aos
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estiramentos C=C dos aneis aromaticos constituintes das unidades monoméricas, foram

1 e 1424 ¢m™!, foram encontrados os

encontradas em 1604 ¢ 1515 cm™!. Em 1455 cm™
dobramentos no plano de ligagdes C-H, oriundos de grupamentos metilicos € metilénicos

contidos na estrutura, associados as vibracdes de ligagdes C-H em aneis aromaticos.

Figura 18. FTIR da regido de fingerprint da lignina lavada antes do fracionamento (KL) e da
lignina fracionada (KF).
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Fonte: A autora.

Na regido de fingerprint do espectro (Figura 18) foi possivel identificar os sinais

referentes aos mondmeros constituintes da lignina. O pico em 1325 cm™?

, por exemplo,
refere-se ao estiramento das ligacdes C-O de anéis siringila e guaiacila condensados.
Enquanto isso, os picos em 1213 € 1210 cm™! para KL e KF, respectivamente, referem-se aos
estiramentos C-O de grupos guaiacila e siringila associados aos estiramentos C-C. O menor
nimero de onda encontrado para KF reafirma a existéncia de ligagdes de hidrogénio
envolvendo ligacoes C-O na fragdo etanolica soluvel, as quais ocorrem, possivelmente,
devido a seletividade do solvente polar prético por fragdes polares.

Em 1112 e 1110 cm™1, foram encontrados picos referentes aos estiramentos C-O em

ligagdes de ésteres e, em 1031 cm™!

, um pico referente aos dobramentos no plano de C-H de
siringila e guiacila associados aos dobramentos de ligacoes C-O de alcoois primarios. Os

picos em 830 cm™1 (KL) e 826 cm™! (KF) estdo relacionados aos dobramentos fora do plano
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de ligagdes C-H nas unidades guaiacila. Por fim, os sinais presentes em 644 cm™1 (KL) e 638

cm™! (KF) encontram-se relacionados aos estiramentos de ligagdes C-S, adquiridas apds o

processo Kratft.

4.2.3. Cromatografia por Exclusio de Tamanho (SEC/GPC)

Na Figura 19, apresentada abaixo, identificou-se que a fracdo solivel em etanol
apresentou menores valores de Mw, ou seja, o fracionamento solubilizou fragmentos de
menores massas molares. Além disso, como mostrado na Tabela 2, o wvalor de
polidispersividade exibido para KF foi de 1,47, enquanto para KL foi de 1,66. Esse fato indica
que o fracionamento propocionou a obten¢do de cadeias poliméricas de tamanhos similares,

alcangando-se uma maior homogeneidade na distribuicdo das massas molares das fragdes

soluvelis.

Figura 19. SEC/GPC da lignina antes do fracionamento (KL) e da lignina fracionada (KF).
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Fonte: A autora.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados para os fracionamentos
metanolico e etandlico de ligninas Kraft, obtidas de diferentes fontes vegetais, os quais
também identificaram a sele¢do de fragmentos de menores massas molares € com um menor

grau de polidispersividade. (GOLDMANN et al., 2019; PASSONI et al., 2016).

Tabela 2. Médias aritmética e ponderada (Mn e Mw) e polidispersividade (PDI) das cadeias
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poliméricas da lignina antes do fracionamento (KL) e da lignina fracionada (KF).

M, M, PDI
KL 656 1093 1,66
KF 627 925 1,47

Fonte: A autora.

4.2.4. Analise Termogravimétrica (TGA)

A lignina fracionada e ndo fracionada foram analisadas por termogravimetria e os
resultados foram apresentados na Figura 20. Foram exibidos dois estdgios principais de
degradagdo. O primeiro deles foi encontrado antes de 100°C, com uma perda de massa de 2 a
4%, relacionado a perda de moléculas de agua por evaporagdo. O segundo estagio foi
identificado em uma regido entre 300 e 420°C, com uma perda de massa de,
aproximadamente, 45%, e est4 relacionado a quebra das liga¢Ges caracteristicas (f-O-4’ e B-,

por exemplo) que conectam as estruturas monomeéricas do biopolimero.

Figura 20. TGA /DTG da lignina antes do fracionamento (KL) e da lignina fracionada (KF).
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Fonte: A autora.

E importante ressaltar, que a temperatura onset, ou seja, a temperatura inicial de

degradacdo no estdgio segundo estagio, referente a quebra das ligagdes caracteristicas do
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polimero, foi ligeiramente inferior para a lignina que sofreu fracionamento com etanol, como
mostrado na Tabela 3. Essa pequena diminui¢do na estabilidade térmica estd diretamente
associada aos dados encontrados na analise de GPC. A fracao soluvel apresentou fragmentos
de menores massas molares quando comparada a lignina nao-fracionada. Quanto menor for o
tamanho das cadeias poliméricas, menor serd a quantidade de calor necessaria para romper as
ligacdes que interconectam a estrutura. Em contrapartida, estruturas grandes e condensadas
necessitam de maior quantidade de calor para romper as ligagdes e iniciar o processo de
degradacao. No entanto, por tratar-se de uma pequena diminui¢do, pode ser considerado que o

fracionamento ndo apresentou efeito significativo sob o comportamento térmico do polimero.

Tabela 3. Resultados de T,,s.¢ do principal evento de degradacdo da lignina antes do

fracionamento (KL) e para a lignina fracionada (KF).

Evento 2 Evento 2 Evento 2

Tonset Tméxima PM
KL 298°C 375°C 42%
KF 296°C 380°C 43%

Fonte: A autora.

4.2.5. Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional (RMN — HSQC)

A andlise estrutural da lignina por ressonancia magnética nuclear bidimensional -
HSQC (Do inglés, Heteronuclear Single Quantum Coherence) permitiu a identificacdo de
duas regides especificas: A regido oxigenada alifatica (65 2 — 5ppme §. 50 —90 ppm) e a
regido aromatica (65 5 — 8.5 ppm e 6, 90 — 150 ppm).

Na regido oxigenada alifatica, foram identificados os sinais referentes as ligacOes
especificas, que interligam as unidades monomeéricas basicas do biopolimero, destacando-se
as ligacoes B-B’ (resinol) e as ligagdes B-O-4’. Além disso, identificaram-se os sinais alusivos
as metoxilas (—OCH3) presentes nas unidades monoméricas. Os sinais obtidos foram
apresentados na Figura 18 e suas respectivas atribui¢des foram exibidas na Tabela 4.

Em geral, o processo Kraft ocasiona a cisdo das ligagdes B-O-4’, diminuindo a
intensidade dos sinais relacionados a esse tipo de ligagio. (FERNANDEZ-COSTAS et al.,
2014; HUIJGEN; GOSSELINK; BRUIJNINCX, 2016). No entanto, a partir das analises de

RMN, constatou-se que, apesar de ter sido submetida ao processo Kraft, a lignina manteve
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grande parte dessas ligacdes, as quais foram encontradas também na fragdo soltivel em etanol

como mostrado na Figura 21. A polaridade da ligagao B-O-4 justifica o seu aparecimento nas

fracdes soluveis em etanol.

Figura 21. HSQC 'H '3C das regides alifaticas oxigenadas da lignina antes do

fracionamento (KL) e da lignina fracionada (EtOH-KL).
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Tabela 4. Atribuicao de sinais de RMN HSQC da lignina antes do fracionamento (KL) e para

a lignina fracionada (EtOH-KL) — Regido Alifatica Oxigenada.

Regiao Alifatica Oxigenada

Atribuicoes

Kraft &y
1 3,7
2 3,3
3 4,1
4 4,6

8¢
56,5
59.5
71,0
85,7

EtOH
1

= W DN

8y
3,7
3,3
4,1
4,6

8¢
56,4
58,5
71,3
85,7

Metoxilas —OCH;
¢, (B—0-4)
Ca (B—0—4)

C, (B — B' — Resinol)

Fonte: A autora.

Figura 22. HSQC 'H '3C das regides aromaticas da lignina antes do fracionamento (KL) e

da lignina fracionada (EtOH-KL).
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Enquanto isso, a regido aromatica exibiu sinais atribuidos as unidades monoméricas

constituintes da lignina, as quais sdo derivadas dos fenilpropanoides. Em ligninas advindas de

espécies de angiospermas, como o eucalipto, hd uma predominéncia de unidades siringila (S)

e guaiacila (G), fato que foi confirmado a partir da andlise da Figura 22. Os sinais obtidos

foram atribuidos e apresentados na Tabela 5.

De modo geral, os dados de ressonancia encontrados para a lignina antes e depois do

fracionamento estio de acordo com o apresentado na literatura. (FERNANDEZ-COSTAS et
al.,2014; CHEN et al., 2016b; HUIJGEN; GOSSELINK; BRUIJNINCX, 2016).

Tabela 5. Atribuicao de sinais de RMN HSQC da lignina antes do fracionamento (KL) e para

a lignina fracionada (EtOH-KL) — Regido Aromatica.

Regiao Aromatica Atribuicoes
Kraft &y 6 EtOH &y 8¢
1 6,5 | 103,7 1 6,6 1039 C,6 — Unidades S
2 6,6 115,6 2 6,7 115,4 Cs — Unidades G
3 6,8 111,9 3 6,8 | 111,2 C, — Unidades G
4 6,6 @ 120,6 4 6,7 @ 120,0 Ce — Unidades G

Fonte: A autora.

4.3. Filmes de colageno incorporados com lignina fracionada
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Foram produzidos cinco filmes, sendo o primeiro deles constituido apenas por
colageno e glicerol (FC-Controle) e os demais adicionados com diferentes quantidades de
lignina solavel em etanol [F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].

Fisicamente, constatou-se que o filme controle apresentou determinada fragilidade, a
qual foi melhorada com a insercdo de lignina. Entretanto, o excesso de lignina adicionado nos
filmes F3 e F4 atribuiram um aspecto quebradico, dificultando inclusive a retirada dos
mesmos da superficie do Mylar. Os filmes produzidos estdo apresentados na Figura 20.

As solugdes filmogénicas foram preparadas a partir da solubilizagdo de coldgeno 3%
(m/v) em 4cido acético 0,1 mol.L™t. O 4cido acético foi escolhido como solvente apds a

determinagdo do ponto isoelétrico do colageno, situado em pH igual a 5,35.

Figura 23. Filmes de coldgeno, sem lignina e incorporados com diferentes concentragdes de

lignina.

Fonte: A autora.

Antes do ponto isoelétrico, considera-se que ha uma excesso de cargas positivas na
estrutura proteica, aumentando a repulsdo eletrostatica proteina-proteina e, consequentemente,
aumentando a solubilidade do colageno, fato que facilita a forma¢do de uma pelicula
filmogénica. Portanto, a soluc¢ao filmogénica foi preparada em pH acido, abaixo do P.I., para

garantir a solubilidade da proteina.

4.3.1. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (FTIR)
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Os filmes foram analisados por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e os
principais sinais detectados foram atribuidos a matriz colagenosa e ao glicerol (agente
plastificante). Os sinais alusivos a lignina nao foram identificados. Esse fato estd
possivelmente associado as pequenas quantidades do polimero que foram adicionadas em
comparagdo as massas de colageno e glicerol presentes nos filmes. Além disso, pode ter
ocorrido uma sobreposicao de sinais para as estruturas da lignina, do colageno e do glicerol.

Na regido entre 2000 e 4000 cm™1, foram encontrados dois picos significativos, como

1 ¢ referente aos estiramentos de

destacado na Figura 24. O primeiro pico, em 3297 cm™
ligacdes N-H, as quais se encontram envolvidas em ligagdes de hidrogénio, apresentando
niimero de onda inferior ao esperado (3400-3440 cm™1). Esse pico é caracteristico de Amida

1 esta relacionado aos

A do colageno. O pico de Amida B, encontrado em 2932 cm~™
estiramentos assimétricos de ligacdes C-H, de grupamentos metil e metileno, contidos no

colageno.

Figura 24. FTIR do colageno, do glicerol, da lignina fracionada (KF) e dos filmes [FC-
Controle; F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].
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Fonte: A autora.
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Na regido de fingerprint dos filmes, foram encontrados quatro sinais significativos, os
quais foram destacados na Figura 25. Os picos I, II e III encontram-se diretamente
relacionados as Amidas I, II e III da estrutura colagenosa. O pico de Amida I, encontrado em
1633 cm™1, refere-se aos estiramentos de ligacdes carbonilicas (C=0), enquanto os picos de
Amidas II (1549 cm™1) e I (1239 cm™1) referem-se aos estiramentos de ligagdes C-N e aos
dobramentos de ligacdes N-H. O pico IV, por sua vez, encontrado em niimero de onda igual a
1035 ¢cm™1, foi associado ao estiramento de ligagdes C-O de dlcoois primarios. Como
mostrado na Figura 22, esse pico acentuado nos espectros dos filmes aparece de forma sutil
no espectro da lignina e ndo aparece no espectro do coldgeno, sendo, portanto, atribuido
majoritariamente ao glicerol, que foi utilizado como agente plastificante nos filmes

(GUERRERO; DE LA CABA, 2010).

Figura 25. FTIR, na regido de fingerprint, do colageno, do glicerol, da lignina fracionada
(KF) e dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5%
(m/m)].
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Fonte: A autora.

4.3.2. Analise Termogravimétrica (TGA)
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Na analise dos filmes por termogravimetria, cujo resultado pode ser observado na
Figura 26, foi possivel identificar que todos os filmes apresentaram um estagio inicial de
perda de massa, com temperatura inicial de degradacdo (T,,.+ ) abaixo de 100°C e perda de
massa de, aproximadamente, 4%, referente a evaporacdo de moléculas de agua. Além disso,
identificou-se um segundo estagio de perda de massa, bastante significativo, relacionado aos
eventos de degradagdo térmica dos componentes dos filmes.

O filme controle apresentou dois eventos de degradacdo térmica distintos, sendo o
primeiro deles referente a degradacdo do glicerol (plastificante), com T,,.¢ igual a 216 °C e
perda de massa de 11%. De acordo com dados da literatura, a degradagdo do glicerol ocorre
em uma faixa de temperatura, em geral, entre 100 e 300°C, estando de acordo com o
encontrado. (BAXTER et al., 2011; SANYANG et al., 2015).

O segundo evento ¢ referente a degradagdo da estrutura proteica pela quebra das
ligagdes peptidicas, com T,,z.; igual a 297 °C e perda de massa de 16%. Na literatura, esse
evento foi identificado em uma faixa média de temperatura em torno de 300°C. Para filmes de
colageno extraido da espécie Abalistes stellaris, a temperatura inicial de degradagdo da
proteina foi de 331,7°C (AHMAD; NIRMAL; CHUPROM, 2016). Enquanto isso, para
blendas de colageno e fucoidan, a T,,s.; encontrada foi de 273°C (PERUMAL et al., 2018).

Nos filmes com lignina fracionada, o segundo evento, localizado proximo a 300°C,
encontra-se associado também a quebra ds ligacOes caracteristicas da lignina como, por
exemplo, as ligagdes PB-O-4’ e B-fp (SHANKAR; REDDY; RHIM, 2015). Foi possivel
identificar, a partir da anélise da Tabela 6, que os filmes contendo lignina apresentaram T, 0r
superiores as encontradas para o filme controle. Isso ocorreu, possivelmente, devido a
insercdo da lignina que, ao interagir com os demais componentes da matriz filmogénica
através de interagcdes intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio atribuiram maior
resisténcia térmica aos materiais. Os filmes com concentracdo de 0,5% e 1,0% de lignina
fracionada apresentaram um aumento crescente na Ty, - Por outro lado, os filmes com 2,5%

e 5% de lignina apresentaram uma diminui¢ao na T,,,,; em relacdo aos anteriores.

Tabela 6. Resultados de andlise termogravimétrica dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m);

F2-1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].

Evento 2 Evento 2 Evento 3 Evento 3




Tonset PM Tonset PM
FC 216 °C 11% 297 °C 16%
F1 227°C 11% 307 °C 14%
F2 229 °C 13% 309 °C 12%
F3 219 °C 15% 303 °C 11%
F4 216 °C 15% 300 °C 14%

Fonte: A autora.
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Essa diminui¢ao pode ter ocorrido, pois, a partir de determinadas concentragdes de

lignina, as interagdes lignina-lignina foram mais fortes do que as interagdes lignina-colageno,

propiciando um abaixamento da estabilidade térmica dos componentes do filme. Em filmes de

poli-metil metacrilato (PMMA), a lignina comega a ndo exercer mais tanta influéncia sobre a

estabilidade térmica, em concentragdes acima de 1% (AVELINO et al., 2018). Essa

diminuicdo foi identificada em filmes de colageno e gelatina, adicionados com elevadas

quantidades de 6leo de pequi (HORN et al., 2018).

Figura 26. TGA/DTG dos filmes [FC- Controle; F1- 0,5% (m/m); F2- 1% (m/m); F3- 2,5%
(m/m) e F4- 5% (m/m)].
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O filme controle, contendo apenas colageno e glicerol, apresentou uma pequena
absor¢do de radiagdo ultravioleta, em uma faixa proxima a 280 nm, como apresentado na
Figura 27. De acordo com dados da literatura, o coldgeno apresenta em sua constitui¢ao
pequenas quantidades de aminoacidos de cadeias laterais aromaticas, como a tirosina, a
fenilalanina e o triptofano. (CHEN et al., 2016a; WEI et al., 2019). Essa absor¢ao, portanto,
pode ser atribuida as cadeias laterais aromaticas desses aminoacidos. A absor¢ao em excesso
da radiagdo ultravioleta causa a desestruturagao da tripla-hélice da proteina, a partir da ruptura
das ligacoes de hidrogénio existentes entre as cadeias polipetidicas. Esse fato torna o colageno
sensivel a exposi¢do da radiacdo UV.

A insercao de lignina em filmes de coldgeno ¢ de extrema importancia para aumentar a
resisténcia dos filmes frente a degradacdo proporcionada pela radiagdo UV. A lignina ¢
constituida essencialmente por monOmeros de estrutura aromatica, os quais absorvem
radiagdo ultravioleta na faixa de comprimento de onda de, aproximadamente, 260 a 400 nm,
devido as transigOes eletronicas entre os orbitais T — T*.

Como apresentado na Figura 19, a absorbancia, em 280 nm, aumenta a medida que ha
o aumento da concentracdo de lignina nos filmes. O filme com 5% de lignina, o mais
concentrado, apresenta maior grau de absor¢do. Essa caracteristica confere ao filme
propriedades protecdo contra radiacdo ultravioleta, a qual, quando incidida sobre diversas
estruturas de relevancia biologica (proteinas e lipidios, por exemplo), origina espécies

radicalares reativas de oxigénio (ROS), responsaveis pela degradacao das estruturas.

Figura 27. Anélise UV-Vis dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m); F3-2,5%
(m/m) e F4-5% (m/m).
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Fonte: A autora.

4.3.4. Atividade Antioxidante (DPPH)

A capacidade antioxidante dos filmes foi determinada pelo método do radical DPPH, o
qual se baseia no mecanismo SET (Do inglés, Single Electron Transfer), onde a substancia
antioxidante age como doadora de um atomo de hidrogénio para a reducgao do radical DPPH a
hidrazina (Figura 28) (JONGJAREONRAK et al., 2008).

O filme controle, contendo apenas coldgeno e glicerol, na concentracdo de 0,11
mg/mL apresentou inibi¢do abaixo de 10%. Enquanto isso, em concentragdes superiores (1,11
e 11,1 mg/mL), apresentou inibi¢do de, aproximadamente, 30% e 40%, respectivamente. Em
geral, esperava-se que o colageno nao possuisse qualquer atividade antioxidante. No entanto,
como citado nos resultados de absor¢ao na regido do ultravioleta, a proteina ¢ constituida por
uma pequena quantidade de aminoacidos aromaticos, dentre eles pode-se destacar a tirosina,
que apresenta um grupamento fendlico em sua estrutura, ao qual pode ser atribuido a
existéncia de atividade antioxidante no FC.

Enquanto isso, os filmes incorporados com lignina apresentaram valores de
porcentagem de inibicdo superiores aos do filme controle, nas trés concentragdes
determinadas, a partir da reacdo de redu¢@o do radical pela agdo antioxidante da lignina, como
mostrado na Figura 29. Esse fato pode ser explicado, devido & presenga dos compostos

fendlicos na estrutura da lignina, que possibilitam a estabilizagdo do radical formado através
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de ressonancia, como indicado na Figura 28.

Figura 28. Estruturas de ressonancia responsaveis pela estabiliza¢ao da lignina.
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Fonte: A autora.

E importante ressaltar que o fracionamento etanélico da lignina, como apresentado nos
dados de FTIR e GPC, proporcionou a selecdo de fragmentos de maior polaridade, que
contém hidroxilas, e de menores massas molares e polidispersividade. Isso, possivelmente,
aumentou a capacidade de agdo antioxidante do polimero, pois selecionou grupos fenolicos,
que contribuem para a estabilizagdo dos radicais formados no polimero. Além disso,
selecionou fragdes mais homogéneas e de menores pesos moleculares, que contribuem para o
aumento da seletividade na agdo antioxidante e para a diminuigdo do impedimento estérico
entre a lignina e o radical DPPH, respectivamente. (UGARTONDO; MITJANS;
VINARDELL, 2008; ARSHANITSA et al., 2013).

Figura 29. Atividade antioxidante dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m);
F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].
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Por fim, o aumento da porcentagem de inibicdo ocorreu a medida que aumentou a
concentragdo de lignina, como mostrado na Figura 29, o que ¢ coerente, pois o aumento de
concentragdo de lignina nos filmes aumenta, consequentemente, a quantidade de compostos
fenolicos presentes. Esse mesmo efeito € apresentado em filmes de quitosana, incorporados

com lignina. (CROUVISIER-URION et al., 2016, 2017).

4.3.5. Atividade Antioxidante (ABTS)

Os filmes foram submetidos a analise antioxidante pelo método do radical ABTS
(NENADIS et al., 2004) e os resultados obtidos em relacdo ao potencial de inibicdo foram
apresentados na Figura 30. Para cada filme, foram realizadas trés dilui¢des e, em seguida, as
leituras no comprimento de onda igual a 734 nm. O potencial de inibicdo aumentou com o
aumento da concentragdo de lignina, confirmando os resultados obtidos na analise para o
radical DPPH.

Apesar das diferengas existentes entre ambos os métodos e os tipos de radicais, os
filmes apresentaram a mesma tendéncia de inibigdo ao processo oxidativo obtidas na anélise
para o radical DPPH. Quanto maior a concentragdao de lignina no filme, maior o potencial de
inibi¢ao.

No entanto, essa tendéncia ocorreu de forma distinta para os dois métodos. O método
do DPPH, por exemplo, apresentou valores superiores de inibi¢do, quando comparado ao
ABTS, para os filmes de concentragao mais baixa de lignina (FC, F1 e F2). Enquanto isso,

para os filmes F3 e F4, o método do radical ABTS apresentou maior potencial de inibi¢ao
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quando comparado ao DPPH.

Figura 30. Atividade antioxidante dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m);
F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].
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Fonte: A autora.

Essa diferenca pode ser justificada a partir das interagdes intermoleculares. Em baixas
concentracgodes, a lignina contida nos filmes esta interagindo inteiramente com as estruturas
proteicas, através, principalmente, de ligacdes de hidrogénio. Isso iréd dificultar a aproximacgao
da extensa molécula do radical ABTS, devido ao impedimento estérico. Logo, o processo de
neutralizacao do radical ocorrera de forma mais contida.

Por outro lado, em filmes com concentracao elevada de lignina, havera uma tendéncia
de agregacdo das fragdes desse polimero, aumentando as interagdes lignina-lignina e
diminuindo as interagdes lignina-colageno. Essa agregacdo de fracdes de lignina propiciara
uma maior disponibilidade de grupos fendlicos que ndo estdo envolvidos em interagdes
intermoleculares com as estruturas proteicas, aumentando assim a mobilidade e,
consequentemente, facilitando a aproximacdo do radical ABTS. Além disso, o ABTS
apresenta porgdes mais polares que o DPPH em sua estrutura, facilitando a atragdo das
hidroxilas fendlicas.

Esse efeito estd de acordo com o observado na andlise termogravimétrica, onde os
filmes com elevadas concentracdes de lignina apresentaram um pequeno abaixamento na

temperatura inicial de degradacao, visto que em concentragdes muito elevadas hd uma forte
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tendéncia a agrega¢do de moléculas de lignina, causando a diminuicao das interacdes lignina-

proteina e propiciando o inicio da degradagdo em temperaturas menores.

Tabela 7. Resultados de atividade antioxidante (ABTS), em relagdo a concentragao de Trolox

[FC-Controle; F1-0,5% (m/m); F2-1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].

Concentracdo
(uM Trolox/g Antioxidante)
FC 133317
Fl 164.068
F2 305.810
F3 660.501
K4 714.796

Fonte: A autora.

A atividade antioxidante pelo método do radical ABTS também foi obtida em relacao
a TEAC (Capacidade Antioxidante do composto Equivalente ao Trolox), como mostram os
resultados na Tabela 7. O Trolox ¢ um composto com significativa atividade antioxidante e,
através desse método, foi possivel determinar qual a concentracdo de trolox equivalente a 1
grama do composto antioxidante analisado. Os resultados apresentados indicaram a mesma
tendéncia dos métodos de analise baseados no potencial de inibicdo, com um crescimento do

potencial diretamente proporcional ao aumento da concentragao de lignina.

4.3.6. Permeabilidade ao Vapor D’Agua (PVA)

A andlise de permeabilidade ao vapor d’dgua demonstrou que o aumento da
concentragdo de lignina soltivel em etanol nos filmes resultou no aumento da permeabilidade,
como mostrado na Tabela 8. Esse efeito também foi observado em filmes de matriz proteica,
incorporados com diferentes polifenodis, como 4cido cafeico, acido tanico e acido ferralico
(NUTHONG; BENJAKUL; PRODPRAN, 2009). Contudo, em concentragdes elevadas de
lignina, ndo foi observado um acréscimo significativo na permeabilidade, fato que pode ser
associado a grande quantidade de solidos dissolvidos por unidade de area, os quais
contribuem para a formacdo de uma espécie de barreira que impede a permeacdo de

moléculas de 4gua.
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Tabela 8. Resultados de permeabilidade ao vapor d’4agua dos filmes [FB-Branco; F1- 0,25%
(m/m); F2-0,5% (m/m); F3-1% (m/m); F4-2,5% (m/m) e F5-5% (m/m)].

pva (2

m-.h.kPa
FC 022
F1 036
F2 042
F3 0,44
F4 045

Fonte: A autora.

Como foi mostrado nos resultados de GPC, o fracionamento da lignina com etanol
permitiu a obtencdo de fragdes mais polares e de menores pesos moleculares. Esse fato
propiciou que os filmes com lignina fracionada aumentassem o grau de hidrofilicidade,
permitindo a permeabilidade de moléculas de agua através de interagdes intermoleculares.
Além disso, como mencionado na andlise termogravimétrica, as intera¢des colageno-colageno
diminuem com a adi¢do de lignina, aumentando a mobilidade e os espacos vacantes dentro da
matriz proteica, e, consequentemente, possibilitando a permeagdo da agua com maior
facilidade.

Essa analise ¢ muito importante para filmes com potencial para serem aplicados como
curativos, pois, em ferimentos localizados em ambientes mais secos, hd um retardamento no
processo de cicatrizagdo, devido a desidratagdao das células responsaveis pela regeneragdo da
pele. (XU et al., 2016). Portanto, a obtencdo de um curativo que permita certo grau de
permeacdo de moléculas de 4gua ¢ uma carateristica benéfica, pois mantém a umidade

necessaria na regido do ferimento para a cicatrizagao.

4.3.7. Citotoxicidade

A citotoxicidade dos filmes foi realizada pelo método do MTT. Em geral, filmes de
coldgeno ndo apresentam citotoxicidade, pois a proteina possui efeitos de proliferagao,
diferenciagdo e regeneragdo celular. (PERUMAL et al, 2018). Esse comportamento foi

confirmado a partir do resultado obtido para o FC, mostrado nos Graficos 1 e 2, onde a
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viabilidade celular foi acima de 80% nas andlises utilizando fibroblastos e queratindcitos,
apos 24 e 48 horas.

Logo, o estudo de citotoxicidade foi feito para analisar a influéncia da lignina contida
nos filmes sobre as células da pele. Foi identificado que o grau de toxicidade da lignina ¢
dependente de sua concentragdo, fato confirmado por um estudo na literatura que analisou a
citotoxicidade in vitro para a lignina Kraft, obtida também a partir da espécie Eucalyptus
(GORDOBIL et al., 2019). Os filmes F3 (2,5%) e F4 (5%) apresentaram baixissimos niveis
de viabilidade celular para os fibroblastos e baixos niveis para os queratindcitos, sendo
considerados, por esse motivo, inadequados para a utilizagdo em curativos de uso topico.

Por outro lado, o filme F2 (1%) apresentou excelente viabilidade celular para as duas
linhagens de células, com destaque para os fibroblastos. Por esse motivo, era esperado que o
filme F1 (0,5%), de concentracdo inferior ao F2, também apresentasse uma elevada
viabilidade celular, fato que ndo ocorreu. Esse efeito pode estar relacionado a ineficacia do

processo previamente realizado de esterelizacdo com luz ultravioleta.

Grafico 1. Viabilidade celular (Fibroblastos) dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m); F2-
1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].
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Fonte: A autora.

Grafico 2. Viabilidade celular (Queratinocitos) dos filmes [FC-Controle; F1-0,5% (m/m);
F2-1% (m/m); F3-2,5% (m/m) e F4-5% (m/m)].
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Comparando-se os resultados de citotoxicidade com os resultados de atividade
antioxidante dos filmes ¢ possivel constatar que ha uma relagdo diretamente proporcional
entre ambos. Ou seja, quanto maior a atividade antioxidante, maior o grau de toxicidade dos
filmes. Como ja mencionado, o aumento da atividade antioxidante ocorre pelo aumento no
numero de estruturas fenolicas, responsaveis pela estabiliza¢ao dos radicais livres. Portanto, ¢
possivel inferir que a concentracdo dos aneis aromaticos fenolicos influencia na citotoxicidade

de filmes contendo lignina.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho relatou a eficacia obtida no processo de extragdo acida de
coldgeno catalisada por pepsina, a partir de escamas de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), onde se constatou a manutengdo da tripla-hélice da proteina ¢ um rendimento
eficaz, de acordo com o reportado em outros trabalhos. Realizou-se também o fracionamento
etanolico da lignina Kraft, onde foram obtidos fragmentos soliveis polares, de menores pesos
moleculares e de elevada resisténcia térmica.

Os produtos obtidos possibilitaram a producdo de biofilmes de colageno, incorporados
com diferentes concetragdes de lignina. De forma geral, a insercdo de lignina nos filmes
proporcionou uma pequena melhoria em suas propriedades térmicas, com o aumento da
temperatura de degradagdo. Além disso, os filmes apresentaram excelentes propriedades
antioxidantes e de prote¢ao contra a radiacdo UV, a medida que se aumentava a concentracao.
E, com relagdo a permeabilidade ao vapor d’4gua, o acréscimo de lignina resultou no aumento
da permeabilidade. Os filmes, com baixas concentragdes do polimero de origem vegetal (0,5 e
1%) apresentaram elevada viabilidade celular, indicando auséncia de toxicidade.

A partir dos resultados obtidos, estudos futuros poderdo ser realizados para que se
possam investigar possiveis aplicagdes dos biofilmes produzidos, a partir das propriedades
obtidas. O filme de coldgeno contendo 1% de lignina, por exemplo, apresentou baixa
citotoxicidade em células de pele, significativas propriedades antioxidantes e anti-UV, além
de ter aumentado a permeabilidade de moléculas de agua pela estrutura do filme, fato que
proporciona a umidificagdo de ferimentos, acelerando o processo de cicatrizagdo, podendo

apos mais estudos ser verificado como um possivel biocurativo.
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