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RESUMO 

Peptídeos obtidos de hidrolisados proteicos têm recebido especial atenção da área 

científica pela capacidade de modularem algumas atividades biológicas, 

destacando-se os peptídeos provenientes de hidrolisado do colágeno. Estudos 

relataram que os peptídeos resultantes da quebra do colágeno, oriundo de fontes 

diversas, podem apresentar propriedades antioxidante, anti-hipertensiva, 

antitrombótica, anti-ulcerativa, cicatrizantes e efeitos osteoprotetores. O objetivo 

deste trabalho foi caracterizar e avaliar o potencial biológico de colágenos 

comerciais provenientes de diferentes matrizes bovino (HB), pescado (HP) e suíno 

(HS), em relação às atividades antioxidante e hipoglicemiante. Todas as amostras 

apresentaram porcentagem superior a 90% para o teor de proteína, além disso 

apresentaram em média 7% de umidade, ≤1% de cinzas e elevado teor dos 

aminoácidos Gly, Pro e Hyp, responsáveis pela estrutura específica do colágeno. 

A presença do aminoácido livre tirosina (Tyr) foi superior no PH, podendo ser 

responsável pelo potencial antioxidante. Com relação ao grau de hidrólise (GH) foi 

observado que a amostra BH apresentou maior GH (8,7%), o que corrobora com a 

maior porcentagem de peptídeos menores do que 2 kDa (74,1%). Todos os 

colágenos analisados apresentaram inibição das enzimas gastrointestinais (α-

amilase e α-glicosidase) pelo estudo in vitro, assim pode-se concluir que 

apresentam potencial para prevenir a doença diabetes Mellitus, sendo resultado 

inédito na literatura. Das técnicas utilizadas para as atividades antioxidantes, ORAC 

e sequestro do radical ABTS foi mais expressivo o PH que apresentou 67,08 e 

65,69 (µmol Trolox Eq./g), respectivamente. A análise de proteção ao DNA pela 

primeira vez foi analisada para os peptídeos de colágeno hidrolisado, sendo que 

FH apresentou ação antioxidante protetora ao DNA- supercoiled tanto na presença 

(39,51%) como na ausência do AAPH (reagente oxidante dicloreto de 2,2'-azobis(2-

amidinopropano), sendo a proteção de 96,36%. Os resultados confirmaram que a 

fonte do colágeno nativo pode influenciar nas funcionalidade bioativa dos peptídeos 

de colágenos hidrolisados, provavelmente devido a sua composição e sequência 

aminoacídica.  

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Atividade hipoglicemiante; Proteção ao 

DNA; Peptídeos bioativos  
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ABSTRACT  

Peptides searched for protein hydrolysates receive special attention from the 

scientific area due to their ability to modulate some biological activities, especially 

those derived from collagen hydrolysates. Studies have reported that peptides 

respond by breaking down collagen, coming from different sources, and may have 

antioxidant, anti-hypertensive, anti-thrombotic, anti-ulcerative, healing and 

osteoprotective effects. The objective of this work was to characterize and evaluate 

the biological potential of commercial collagens from different bovine (BH), fish (FH) 

and swine (PH) matrices, in relation to their antioxidant and hypoglycemic activities. 

All dissipation rates greater than 90% for protein content, furthermore dissipated on 

average 7% moisture, ≤1% moisture and high content of the amino acids Gly, Pro 

and Hyp, responsible for the specific structure of collagen. The presence of the free 

amino acid tyrosine (Tyr) was higher in PH and may be responsible for the 

antioxidant potential. Regarding the degree of hydrolysis (GH), it was observed that 

the BH sample had higher GH (8.7%), which corroborates the higher percentage of 

peptides smaller than 2 kDa (74.1%). All collagens dissipate inhibition of 

gastrointestinal enzymes (α-amylase and α-glucosidase) by in vitro study, thus it 

can be conquered that they have potential to prevent diabetes mellitus disease, 

being an unprecedented result in the literature. Of the techniques used for 

antioxidant activities, ORAC and ABTS radical scavenging, the pH was more 

expressive, which presented 67.08 and 65.69 (µmol Trolox Eq./g), respectively. The 

DNA protection analysis for the first time was analyzed for hydrolyzed collagen 

peptides, and FH showed a protective antioxidant action to supercoiled DNA both 

in the presence (39.51%) and in the presence of AAPH (oxidizing reagent dichloride 

of 2, 2'-azobis (2-amidinopropane), sending 96.36% protection. The results 

confirmed that the native collagen source can influence the bioactive functionality of 

hydrolyzed collagen peptides, probably due to its composition and amino acid 

sequence. 

 

Key words: Antioxidant activity; Hypoglycemic activity; DNA protection; Bioactive 

Peptides 
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INTRODUÇÃO 

O mundo passou a envelhecer mais nos últimos anos, uma vez que países 

desenvolvidos e em desenvolvimento passaram a ter redução da taxa de 

mortalidade e fecundidade, acompanhado do aumento da expectativa de vida da 

população. Segundo a Organização Mundial de Saúde, idoso é todo indivíduo com 

60 anos ou mais, até 2050 a população mundial idosa deverá totalizar 2 bilhões 

(OMS, 2018). Com o aumento da longevidade, as doenças crônicas associadas ao 

envelhecimento também aumentaram, bem como os custos hospitalares com esta 

população (OMS, 2005). À medida que o organismo envelhece, muitos processos 

no mesmo alteram-se, como na redução da absorção de nutrientes e o metabolismo 

torna-se mais lento (SGARBIERI et al., 2020). Uma das consequências do 

envelhecimento é a degradação ou redução do colágeno pelo organismo. O 

colágeno é a principal proteína do tecido conjuntivo com função na integridade 

estrutural e adesão à matriz extracelular. Nas últimas décadas, o colágeno 

hidrolisado ganhou espaço no mercado devido a suas inúmeras aplicações, 

principalmente na área estética e cosmética devido às suas atividades reparadoras 

dos tecidos cutâneos. Além disso, é um subproduto de matadouros e frigoríficos 

encontrado em ossos, pele, couro ou tecidos de animais, fato esse que auxilia na 

sustentabilidade com o aproveitamento desses resíduos. Estudos apontam que a 

ingestão de peptídeos de colágeno hidrolisado pode favorecer a regeneração e 

recuperação de lesões, aumento da densidade óssea combatendo doenças 

relacionadas ao envelhecimento como tendinite, bursite, osteoporose, osteoartrite 

e distensão muscular (PORFÍRIO e FANARO, 2016; BELLO e OESSER, 2006; 

MOSKOWITZ, 2000). 

No que diz respeito a complicações provenientes do envelhecimento, tais 

como estresse oxidativo, dano ao DNA e condição hiperglicêmica, observado em 

doenças crônicas tais como a Diabetes mellitus tipo II (DM 2), as propriedades 

bioativas dos peptídeos de colágeno ainda são pouco exploradas. Tem sido 

apontado que um dos mecanismos que podem auxiliar no tratamento de DM 2 é a 

prevenção do estresse oxidativo, através do combate as espécies reativas ao 

oxigênio (EROS), onde podem entrar em ação os peptídeos antioxidantes, bem 

como sua capacidade de inibir importantes enzimas do metabolismo da glicose. A 
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atividade de alguns peptídeos em inibir a α-amilase e α-glicosidase, por um 

mecanismo alostérico, pode reduzir a taxa de absorção de monossacarídeos 

impedindo o aumento da glicemia pós-prandial (PERFETTI et al., 1998).  

Peptídeos são definidos como fragmentos que se encontram inativos ou 

criptografados na proteína nativa, os quais ao serem liberados através da ação 

hidrolítica da proteína, podem exercer diferentes bioatividade benéficas à saúde 

humana, agindo como antioxidantes e antidiabéticos (SGARBIERI et al., 2020; 

CHAKRABARTI et al., 2018). Diferentes fontes de alimentos e colágeno podem 

gerar peptídeos com bioatividade diversificada. Contudo, ao nosso conhecimento 

para os peptídeos de colágeno estas bioatividades não estão totalmente 

evidenciadas. Este trabalho incluiu a caracterização e determinação do potencial 

antioxidante e hipoglicemiante de amostras comerciais de hidrolisados do colágeno 

de diferentes fontes animais, tais como de bovino, pescado e suíno. 
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OBJETIVOS  

OBJETIVO PRINCIPAL  

O principal objetivo do trabalho foi a caracterização de amostras comerciais 

de peptídeos de colágeno hidrolisados de diferentes fontes (bovino, pescado e 

suíno) e avaliar seu potencial biofuncional como antioxidante e hipoglicemiante. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

• Caracterização físico-química da matéria-prima (composição 

centesimal: proteínas, umidade e cinzas e grau de hidrólise); 

• Composição do perfil aminoacídico total e livres; 

• Determinação do perfil de hidrofilicidade; 

• Determinação da atividade antioxidante: ABTS, ORAC e capacidade 

de inibição de quebra do DNA supercoiled plasmidial; 
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• Determinação da atividade hipoglicemiante pela atividade de inibição 

de e alfa-amilase e alfa-glicosidase. 

 

CAPÍTULO  1 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

1. Proteína de Colágeno 

Segundo dicionários atuais, a palavra colágeno é definida como sendo uma 

proteína fibrilar de função estrutural, presente na matriz extracelular do tecido 

conjuntivo de animais. O colágeno é a proteína mais abundante em mamíferos, 

constituindo quarta parte do seu peso total (DAMODARAN et al., 2010). 

Sua principal função é contribuir com a integridade estrutural da matriz 

extracelular ou ajudar a fixar células na matriz, além de ser quimicamente inerte 

(WOLF, 2007; MORETTI, 2009).  Devido ao colágeno possuir grupos hidrofóbicos 

na parte exterior, representa uma exceção à regra de que os grupos hidrofóbicos 

precisam estar escondidos no interior da molécula proteica (SILVA e PENNA, 

2012).  Sendo que o núcleo hidrofóbico, portanto, contribui menos para a 

estabilidade estrutural da molécula, enquanto as ligações covalentes assumem um 

papel especialmente importante (LEHNINGER, 1995).     

O colágeno representa cerca de   30% de toda a proteína do organismo dos 

vertebrados, inclusive dos humanos (HORN et al., 2009). Constitui o componente 

mais importante do tecido conjuntivo, representando 90% da matriz orgânica do 

osso, 25% de colágeno de toda a massa óssea; 85% nos tendões, cerca de 75% 

na pele; 70% nos ligamentos; 70% nas articulações; 6% nos tecidos musculares 

(SIEBRECHT, 2018). 

 Além do colágeno estar presente nos tecidos do organismo humano e 

proporcionar a estabilidade e integridade estrutural de tecidos e órgãos, o colágeno 

é considerado nas indústrias de alimentos e bebidas como um alimento moderno 

que melhora a elasticidade, consistência e estabilidade dos produtos na aplicação 
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como suplementos alimentares proteicos, transportadores, aditivos alimentares, 

filmes comestíveis e revestimentos (HASHIM et al., 2015). 

 Segundo Gomez-Guillén et al. (2011), as propriedades tecnológicas do 

colágeno nos alimentos estão na capacidade de gelificação, ligação com a água, 

texturização, emulsão, formação de espuma, estabilização, adesão e coesão, 

função coloide protetora e formação de filme. Além disso, o colágeno é um bom 

agente tensoativo e demonstra sua capacidade para penetrar em uma interface 

livre de lipídios (LEE et al., 2001). 

 Ademais, possui atividade hemostática, biodegradabilidade, baixa 

alergenicidade, alta antigenicidade e biocompatibilidade, e por isso o colágeno tem 

sido aplicado também em indústria farmacêutica (SANTOS et al., 2013). 

Uma caraterística específica do colágeno está na presença de aminoácidos 

glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina, em suas cadeias 

peptídicas que estão organizadas de forma paralela a um eixo que proporcionam 

resistência e elasticidade à estrutura presente (DAMODARAN et al., 2010; 

CAMPBELL, 2000; LINDEN e LORIENT, 2000). 

2. Estrutura e Síntese de Colágeno no Organismo Humano 

O colágeno é um filamento de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de 

diâmetro, formado durante a regeneração e no desenvolvimento do tecido 

embrionário. A síntese de colágeno se inicia no retículo endoplásmatico granular 

(REG) seguido da síntese da cadeia α que possuem sequências de aminoácidos e 

nas extremidades encontram-se o grupo amino e carboxila. Cada cadeia α é 

codificada por um ácido ribonucléico mensageiro distinto (RNAm) e modificada no 

REG. Alguns resíduos dos aminoácidos prolina e lisina já são hidroxilados num 

processo denominado de modificação pós-traducional que requer o ácido ascórbico 

(Vitamina C) como um cofator para formar os aminoácidos hidroxiprolina e 

hidroxilisina, respectivamente (GARTNER e HIATT, 2007). 

Subsequentemente, três moléculas da cadeia α se alinham umas às outras 

e se entrelaçam formando uma molécula de configuração helicoidal, conhecida 
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como molécula de pró-colágeno (solúvel). A molécula deixa o REG, em seguida é 

transportada para o Complexo de Golgi onde é secretado (CANTY e KADLER, 

2005). 

Na matriz extracelular (MEC) do tecido conjuntivo ocorre o 

descarregamento das moléculas de pró-colágeno, através da enzima pró-colágeno 

peptidase. Ademais, ocorre a clivagem de duas estruturas globulares ligadas às 

extremidades não-helicoidais do pró-colágeno. Uma delas, contém nitrogênio e 

carbono terminais, favorecendo a transformação do procolágeno (parte colágena e 

não-colágena) em tropocolágeno (parte colágena) (Figura 1). 

 

Molécula de Procolágeno  Molécula de Tropocolágeno 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da diferença da estrutura de procolágeno e 

tropocolágeno. Fonte: Próprio autor 

 

A quebra das estruturas globulares é necessária para a formação da 

molécula de tropocolágeno que ocorre pela auto-agregação das moléculas de 

tropocolágeno em um processo de superposição semelhante a uma escada, 

transformando as fibrilas de colágeno. O conjunto de fibrilas forma as fibras de 

colágeno, que se organizam em feixes (LINDEN e LORENT, 2000) (Figura 2).  

Existem colágenos fibrilares (dos tipos I, II, III e V) que ocorre a formação 

das fibrilas colágenas, em contrapartida o colágeno tipo IV é considerado um 

colágeno não-fibrilar, pois não ocorre a clivagem das estruturas globulares da 

molécula de pró-colágeno impedindo a formação de fibrilas colágenas 

(KIERSZENBAUM, 2008). 

Por sua vez, o tropocolágeno é considerado uma unidade fundamental para 

a formação da estrutura do colágeno (SIONKOWSKA, 2006), sendo constituído por 
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três cadeias polipeptídicas denominadas α, que possuem forma helicoidal, estas 

cadeias enrolam-se formando a tripla-hélice, através de ligações de hidrogênio, 

interações hidrofóbicas e eletrostática que influenciam na estabilidade da hélice de 

colágeno (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2019). 

 

  

Figura 2. Representação esquemática do processo de formação de moléculas de 

tropocolágeno em fibrilas e fibras de colágeno (CHAUDRY et al., 1997). 

 

Para a formação da tripla-hélice (Figura 3) é preciso que resíduos de glicina 

(Gly) ao longo da cadeia auxiliam na formação da unidade repetida do triplete Gly 

- X - Y na sequência de aminoácidos, sendo X a prolina (Pro) e Y a hidroxiprolina 

(Hyp). A tripla-hélice de colágeno nativo é altamente resistente à ação da maioria 

das proteases. Entretanto, a ação da colagenase (enzima que quebra a ligação 

peptídica do colágeno) torna a molécula do colágeno um alvo fácil para outras 

enzimas proteolíticas. As células de tecido conjuntivo sintetizam uma série de 

proteases capazes de atuar sobre o colágeno em condições fisiológicas 

(FERREIRA et al., 2012).  

A tripla-hélice é um dos fatores importantes para que o colágeno forneça 

suporte estrutural e resistência à tração a vários tecidos do organismo humano e 

animais vertebrados, incluindo pele, ligamentos, tendões e ossos. Outro fator, é a 

presença de Pro e Gly, aminoácidos responsáveis pela estabilidade e regeneração 

das cartilagens apresentando efeitos benéficos ao organismo (WALRAND et al., 

2008). 
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Figura 3. Representação esquemática da estrutura da hélice tripla do colágeno (Adaptado 

de Brodsky; Ramshaw, 1997 por Pedroso; Plepis, 2009). 

 

Contudo, outra unidade fundamental na síntese de colágeno está presente 

no tecido conjuntivo reticular, denominado de fibroblastos. Os fibroblastos são 

células que sintetizam e secretam proteoglicanos, glicoproteínas, moléculas 

precursoras de vários tipos de colágenos e elastina, sendo os dois últimos 

encontrados na membrana basal. Mais especificamente, os colágenos tipo IV 

presente na lâmina basal e o colágeno tipo III aparece na lâmina reticular das 

membranas basais como um componente das fibras reticulares (KIERSZENBAUM, 

2008). 

Entretanto, existem outras células equivalentes ao fibroblasto que também 

sintetizam colágeno e estão presentes nos ossos, na cartilagem e nos dentes 

denominadas de osteoblastos, condroblastos e odontoblastos, respectivamente 

(KIERSZENBAUM, 2008). 

3. Composição Aminoacídica do Colágeno 

A composição aminoacídica do colágeno é singular, em virtude de que não 

é constituído pela maioria dos aminoácidos essenciais e pela inexistência do 

aminoácido triptofano. Ademais, possui concentrações muito baixas de metionina, 

cistina e tirosina, sendo o colágeno caracterizado por ser uma proteína de 

qualidade nutricional pobre para a dieta humana. Entretanto, a sua composição 
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atípica é essencial para sua síntese nos tecidos conjuntivos e cartilagem 

(PRESTES, 2013). 

A composição química do colágeno é representada principalmente pelos 

aminoácidos mais significativos, como a glicina (33%), prolina (12%), hidroxiprolina 

(11%) e hidroxilisina (0,7%). Uma característica que diferencia o colágeno de outras 

proteínas é a presença da alta concentração desses respectivos aminoácidos 

(GOISSIS, 2008). Sendo a hidroxiprolina, aminoácido exclusivo do colágeno, 

denominado de iminoácido (DAMODARAN et al., 2010). 

 Além da composição aminoacídica, possui uma estrutura de um formato 

singular de uma tripla-hélice constituída pelos aminoácidos: Glicina (Gly) ao longo 

da cadeia que auxiliam na formação da unidade repetida do triplete Gly-X-Y na 

sequência de aminoácidos, sendo X a prolina (Pro) e Y a hidroxiprolina (Hyp) 

(Figura 4).  

A tripla-hélice é um dos fatores importantes para que o colágeno forneça 

suporte estrutural e resistência à tração a vários tecidos do organismo humano e 

animais vertebrados, incluindo pele, ligamentos, tendões e ossos. A presença de 

Pro e Gly, aminoácidos responsáveis pela estabilidade e regeneração das 

cartilagens, apresentam efeitos benéficos ao organismo (WALRAND et al., 2008). 

Outro fator, segundo Goméz-Guillé et al. (2002), a Pro e Hyp são aminoácidos 

responsáveis pela estrutura secundária do colágeno e pela estabilidade da tripla-

hélice, logo, quando submetido em temperatura elevada ocorre rompimento das 

ligações. Um fator importante que influencia na perda da conformação tripla-hélice 

do colágeno é ausência ou menor quantidade de hidroxiprolina (GOMÉZ-GUILLÉN 

et al., 2002).  

O colágeno nativo é insolúvel em água, em virtude da grande concentração 

de aminoácidos hidrofóbicos, tanto no interior da proteína, como na superfície 

(LEHNINGER, 1995).  Devido ao colágeno possuir grupos hidrofóbicos na parte 

exterior, representa uma exceção à regra de que os grupos hidrofóbicos precisam 

estar escondidos no interior da molécula proteica (SILVA e PENNA, 2012). Sendo 

que o núcleo hidrofóbico, portanto, contribui menos para a estabilidade estrutural 
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da molécula, enquanto as ligações covalentes assumem um papel especialmente 

importante (LEHNINGER, 1995).     

 

Figura 4. Estrutura molecular e aminoacídica do colágeno (Adaptado de Brodsky; 

Ramshaw, 1997 por Pedroso; Plepis, 2009). 

4. Colágeno Hidrolisado e suas Fontes  

O colágeno hidrolisado é derivado do colágeno nativo e é um subproduto de 

matadouros e frigoríficos, extensivamente utilizado como ingrediente na indústria, 

depois de extraído em água a 50 a 60°C ou através de reações enzimáticas. A 

diferença em relação ao colágeno nativo é que estas proteínas são solúveis em 

água ou em salmoura e apresentam elevado conteúdo proteico (84 a 90%). Sua 

utilização deve-se pela capacidade de retenção de água e alto teor proteico 

(PRESTES, 2013). A utilização do colágeno hidrolisado na indústria é ampla devido 

a sua alta solubilidade proporcionando grande potencial de aplicação em produtos 

cosméticos, farmacêuticos e alimentícios (MORAES, 2012). 

Na indústria de cosméticos, o colágeno hidrolisado tem sido usado como 

umectante na produção de cremes, tendo grande apelo comercial já que o colágeno 

presente nas camadas inferiores da pele é responsável pela sua firmeza e 

elasticidade (BAILEY, LIGHT, 1994). E ainda, possui atividade hemostática, 
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biodegradabilidade, baixa alergenicidade, alta antigenicidade e biocompatibilidade, 

e por isso o colágeno tem sido aplicado também em indústria farmacêutica 

(SANTOS et al., 2013). 

Na indústria farmacêutica, é utilizado para curativos de ferimentos e 

queimaduras, agente hemostático, veículo para medicamentos, lentes de contato e 

biopróteses (PEDREIRA, 2012). O colágeno hidrolisado é reconhecido como um 

nutracêutico seguro, cuja combinação de aminoácidos estimula a síntese de 

colágeno nas cartilagens e na matriz extracelular de outros tecidos (PORFÍRIO, 

FANARO, 2016).  

Além do colágeno estar presente nos tecidos do organismo humano e 

proporcionar a estabilidade e integridade estrutural de tecidos e órgãos, o colágeno 

é considerado nas indústrias de alimentos e bebidas como um alimento moderno 

que melhora a elasticidade, consistência e estabilidade dos produtos na aplicação 

como suplementos alimentares proteicos, transportadores, aditivos alimentares, 

filmes comestíveis e revestimentos (HASHIM et al., 2015). 

O controle da distribuição do peso molecular (tamanho) do colágeno 

hidrolisado é um meio de assegurar o controle do processo de fabricação. Outra 

característica importante é a sua composição elevada de glicina e prolina, dois 

aminoácidos essenciais para a estabilidade e regeneração das cartilagens 

(WALRAND, 2008).  

Segundo Prestes (2013), a distribuição do peso molecular, estrutura, 

composição e propriedades funcionais, dependem das condições de 

processamento, matéria-prima e especificidade da enzima utilizada na obtenção de 

colágeno hidrolisado.  

O colágeno hidrolisado pode ser obtido de diversas espécies animais, 

principalmente de origem bovina, suína e pescado. No Brasil, a maior parte do 

colágeno é proveniente dos subprodutos da indústria de carne, em função da 

elevada produção brasileira de carne para exportação (SILVA e PENNA, 2012). No 

entanto, a crescente valorização de subprodutos industriais do colágeno originou o 
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interesse em efetuar sua extração a partir de diferentes espécies de animais (SILVA 

e PENNA, 2012).  

Resíduos do processamento de animais vertebrados são reaproveitados 

pelas indústrias para a obtenção de colágeno nativo, sendo as principais fontes a 

pele, carne suína, couro e ossos bovinos (GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2011).  Por 

outro lado, resíduos de pescado também são fontes de colágeno e de enzimas 

importantes (colagenases, tripsina, quimotripsina e pepsina) (OLIVEIRA et al., 

2017). Além do mais, estudos comprovaram que existe colágeno também nos 

invertebrados (medusas, lulas, pepinos-do-mar, corais e anêmonas-do-mar) 

(ZEµGOLIS, RAGHUNATH, 2011; SIDDIQUI et al., 2013; JANKANGRAM, 

CHOOLUCK, POMTHONG, 2016). 

Dentre outros organismos utilizados para obtenção de colágeno, destacam-

se os pescados, especialmente devido a disponibilidade, ausência de risco de 

transmissão de doenças, barreiras religiosas, alto rendimento no processo de 

extração e ausência de toxicidade (KRISHNAMOORTHI et al., 2017).  

A partir do colágeno nativo podem ser obtidos a fibra de colágeno, o 

colágeno parcialmente hidrolisado (gelatina) e o colágeno hidrolisado. Cada um 

destes derivados apresenta características próprias que são dependentes da 

matéria-prima, processo de extração (químico ou enzimático) e do tempo e 

temperatura de obtenção (PRESTES, 2013). A maior parte da gelatina comercial 

(95%) é feita a partir de pele de suíno e bovino e a parte restante (5%) vem a partir 

de ossos destes animais. Subprodutos de aves e pescados são raramente usados 

como um recurso de gelatina (SILVA, 2016). Nurimala et al. (2020), estudaram 

subprodutos de pescado, como pele, osso e até bexiga natatória para serem 

alternativas para a produção de colágeno hidrolisado.  

5. Peptídeos Bioativos   

Diversas fontes proteicas têm sido utilizadas para a prospecção de peptídeos 

com bioatividade fisiológica, sendo essas fontes animais, vegetais e 

microbiológicas. Quanto às fontes animais, as matrizes mais utilizadas são ovos, 

leite (caseína e soro de leite), carne e pescados. Das fontes vegetais, as matrizes 
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mais utilizadas são a soja e leguminosas como feijão, lentilha, ervilha e grão de 

bico (SÁNCHEZ, VÁZQUEZ, 2017). Com relação a fontes de origem 

microbiológicas têm sido encontrados como produtos da fermentação de bactérias, 

principalmente as láticas (CHAKRABARTI et al., 2018).  

O processo de hidrólise enzimática do colágeno produz peptídeos de 

pequeno peso que são considerados suplementos alimentares, sendo que 

apresentam alegações de bioatividade fisiológica. Para ser considerado peptídeo 

bioativo de colágeno a hidrólise deve acontecer de maneira específica e controlada 

(OESSER et al.,1999).  

Existem vários tipos de hidrólise, pelo processo enzimático, térmico e 

químico. No entanto, a hidrólise térmica e/ou química não apresenta um padrão de 

quebra da proteína e produz peptídeos de colágeno sem qualquer uniformidade e 

especificidade, não sendo possível atribuir efeitos biológicos como peptídeo 

bioativo de colágeno (OHARA et al., 2020). A hidrólise enzimática é comumente a 

mais empregada devido à especificidade das enzimas na quebra das ligações 

peptídicas em aminoácidos específicos, fornecendo maior controle tanto no peso 

dos peptídeos, sequência e composição dos aminoácidos no produto final 

(SCHMIDT, SALAS-MELLADO, 2009). 

O termo peptídeo é utilizado para denominar a sequência de dois ou mais 

aminoácidos unidos através de ligações peptídicas (MARZZOCO, TORRES, 2015). 

São classificados como dipeptídeos quando formado por dois aminoácidos, 

tripeptídeos quando formado por três aminoácidos e assim sucessivamente, até 

aqueles de cadeias peptídicas longas denominadas de oligopeptídios (MOHANTY 

et al., 2016).   

Conceitualmente, os peptídeos são fragmentos que se encontram inativos, 

ou criptografados na proteína nativa, os quais ao serem liberados através da 

hidrólise proteica podem exercer diferentes bioatividade (SGARBIERI et al., 2020). 

Alguns destes peptídeos gerados têm estruturas que permitem sua interação com 

o organismo de modo similar aos peptídeos endógenos (MACHADO et al., 2004), 

atuando na expressão de respostas fisiológicas do metabolismo.  
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Essa interação, permite que os peptídeos gerados na hidrólise das proteínas 

sejam classificados como bioativos, pois tem o poder de contribuir com efeito 

benéfico à saúde humana de diversas maneiras: podem ser antioxidantes, anti-

hipertensivos, antidiabéticos, entre muitas outras funções que não são encontradas 

nas proteínas não hidrolisadas (CHAKRABARTI et al., 2018).  

Baseado na bioatividade dos peptídeos têm-se desenvolvido vários estudos 

de pesquisa, os quais estabelecem suas funcionalidades através de ensaios 

validados pela literatura, sendo associados a possível prevenção de doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT), como doenças cardiovasculares, alguns tipos 

de câncer, diabetes Mellitus, Alzheimer e entre outras (KITTS, WEILER, 2003; 

SARMADI, ISMAIL, 2010; MOHANTY et al., 2016; CICERO, FOGACCI, COLLETTI, 

2017).  

Os peptídeos bioativos podem apresentar capacidade antioxidante, 

neutralizando espécies reativas de oxigênio derivadas da respiração celular, 

ajudando o organismo no combate ao estresse oxidativo. Outros benefícios 

atribuídos aos peptídeos são antibiose, redução do colesterol no sangue, 

antitrombose, entre outras (MAESTRI et al., 2016, SÁNCHEZ, VÁZQUEZ, 2017; 

CHAKRABARTI et al., 2018). 

Pelo exposto, os peptídeos bioativos são cada vez mais reconhecidos pelo 

seu potencial em contribuir na manutenção de saúde favorecendo o processo 

anabólico, sendo que os peptídeos de colágeno nos últimos anos estão ganhando 

destaque na indústria farmacêutica, como um ingrediente suplementar a dieta para 

auxiliar no processo de envelhecimento e, estão relacionados na prevenção de 

doenças, como o envelhecimento celular (KÖNIG et al., 2018; OERTZEN-

HAGEMANN et al., 2019; JENDRICKE et al., 2019).  

5.1. Peptídeos de Origem Animal  

O crescimento da população mundial levou ao aumento da demanda por 

produtos de origem animal, e a tendência é que continue a crescer (LAFARGA et 

al., 2017). Atualmente, a principal fonte proteica alimentar é de origem animal, seja 

através do consumo de carne bovina, suína e peixes ou ingestão ovos, leite e seus 
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derivados. Segundo um levantamento do Departamento de Agricultura do Estados 

Unidos (USDA) sobre o consumo mundial de carne bovina mostra uma tendência 

ascendente na demanda desse alimento. Em 2017, o consumo era de 57 mil 

toneladas (equivalentes em peso de carcaça), enquanto em junho de 2019 esse 

valor subiu para 59 mil toneladas, com os principais consumidores sendo, Estados 

Unidos, China e União Europeia (USDA, 2020). Cada vez mais as populações 

mundiais, em especial de países desenvolvidos, buscam saudabilidade, através de 

informação. Os consumidores estão cada vez mais exigentes e preocupados em 

alimentar-se de forma nutritiva, sendo que os estudos de pesquisa proporcionam 

conhecimento do potencial dos alimentos, em especial dos peptídeos bioativos, 

para uma vida saudável.  

Recentemente, Yu et al. (2020), analisaram o efeito imunomodulador em 

camundongos imunossuprimidos induzidos de peptídeos de baixo peso molecular, 

obtidos através do hidrolisado de proteínas da pele de Nibea Japônica. Os 

peptídeos estudados aumentaram positivamente os índices bioquímicos de 

imunidade, melhoraram o peso corporal dos camundongos tratados e restauraram 

a histomorfologia patológica dos órgãos imunes, mostrando-se um 

imunomodulador promissor.  

Li et al. (2020), hidrolisaram a clara de ovo em pó utilizando as enzimas 

comerciais Alcalaze® e Flavourzaime®, obtendo o peptídeo KR-9, o qual, a partir de 

testes em células em ensaio “transwell”, facilitou a migração de fibroblastos, sendo 

esta etapa fundamental para a cicatrização de ferimentos. O peptídeo da clara de 

ovo também promoveu a cicatrização de feridas na pele de ratos quando aplicados 

sobre a superfície, por estimulação de secreção da membrana celular Hsp90a.  

Peptídeos bioativos do colostro bovino fermentado por bactérias 

constituintes da microbiota de grãos de kefir foram estudados por GASPAR-

PINTILIESCU et al. (2019) e mostraram elevada inibição da enzima conversora de 

angiotensina (ECA). Os valores semelhantes ao exercido por 5 ng/mL do 

medicamento Captopril, utilizado para o tratamento da hipertensão, comprovando 

por este mecanismo sua ação anti-hipertensiva. Com relação à atividade 
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antioxidante, o extrato peptídico apresentou alta atividade de eliminação dos 

radicais ABTS, e se mostrou não citotóxico.   

Com a finalidade de desenvolver um método rápido e eficiente de extração 

de peptídeos antioxidantes, Zou et al. (2016) hidrolisou cérebros de porco pré-

tratados por ultrassom e comparou com hidrolisados por enzimólise tradicional. Os 

hidrolisados que passaram pelo pré-tratamento por ultrassom apresentaram menor 

peso molecular, maior concentração de peptídeos hidrofílicos e peptídeos 

hidrofóbicos com eluição tardia. Ambos os hidrolisados apresentaram peptídeos 

antioxidantes, com atividade acima de 60%. O hidrolisados com pré-tratamento 

se mostraram mais solúveis e apresentaram efeito de eliminação de radicais DPPH 

e ABTS. Os resultados mostraram que o hidrolisado pré-tratado possuiu boas 

propriedades funcionais como potencial ingrediente alimentar antioxidante.  

Outros estudos sobre peptídeos de origem animal e seus potenciais 

bioativos podem ser vistos na tabela 1.  

 

Tabela 1. Peptídeos de origem animal e seus potenciais bioativos.  
Fontes animais  

Origem  Obtenção  Efeito bioativo  
Método 

Experimental  
Referência  

Leite Bovino  Lactoferrina comercial  Anti-câncer  

In vitro: cultura 
de 

células Jurkat 
T-leucemia e 

células de 
câncer de 

mama MDA-
MB-231  

Arias et al. 
(2017)  

Colágeno de ossos 
bovinos  

Obtidos da gelatina de 
ossos bovinos com as 

enzimas alcalase e 
colagenase  

Combate ao 
envelhecimento 

cronológico da pele, 
aumento da ação 
antioxidante do 

organismo, 
reposição de 
colágeno.  

In vivo: estudo 
aplicado em 

ratos  

Song et al. 
(2017)  

Caseína de búfalo e 
bovina  

Hidrolisadas com as 
enzimas alcalase, 
tripsina, pepsina 

e papaina.  

Atividade 
antioxidante  

In 
vitro: atividade 
antioxidante 
por ABTS, 

ORAC, FRAP  

Shazly et al. 
(2019)  
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Peito de frango  
Digestão gastrointestinal 

simulada  

Atividade anti-
hipertensiva 

(inibição da enzima 
de conversão da 
angiotensina - 

ECA)  

In vitro  
Sangsawad 
et al. (2017)  

Casca de camarão  

Hidrólise enzimática 
(Neutrase, alcalase, 

tripsina, papaína 
e protamex )  

Hipoglicemiante  

In 
vitro (inibição 

enzima a-
amilase)  

Yuan et al. 
(2018) 

Mytilus edulis (mexil
hão)  

Hidrólise enzimática 
Atividade antitrom

bótica 
In vitro  

Quiao et al. 
(2018)  

6. Estresse Oxidativo e Antioxidantes 

O estresse oxidativo pode sobrecarregar os sistemas antioxidantes 

fisiológicos normais, favorecendo o envelhecimento celular e orgânico, migração 

celular ou neoplástica, proliferação, senescência ou morte (STORZ, 2011). 

Ademais, pode contribuir para a patogênese de várias doenças neurodegenerativas 

humanas, como Alzheimer e Parkinson (SGARBIERI et al., 2020). 

No organismo existe um sistema de defesa antioxidante contra espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e radicais livres que são constantemente formados no 

processo aeróbio diário, pelas fontes dietéticas e células imunes ativadas por 

nitrogênio. Todavia, quando ocorre uma produção excessiva de “espécies de 

radicais livres”, podem ocasionar a oxidação de moléculas biológicas provocando 

um desequilíbrio entre o processo oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante 

do organismo, ocasionando um estresse oxidativo (MACHADO et al., 2009).  

O termo radical livre refere-se a átomo ou conjunto de moléculas orgânicas 

e inorgânicas que contêm em sua estrutura um ou mais elétrons desemparelhados, 

isto é, possui em sua camada eletrônica um número ímpar de elétrons e são 

altamente reativos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990). Os radicais livres podem 

ser agentes ou produto de reações de óxido-redução, podendo ceder o elétron não 

pareado, oxidando-se, ou receber outro elétron, reduzindo-se (FERREIRA e 

MATSUBARA, 1997). O termo “espécies radicais livres” muito utilizado para 

identificar a origem dos radicais livres, contém uma série de espécies radicalares 

ou não radicalares derivadas tanto do oxigênio ERO (espécies reativas de 
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oxigênio), quanto do nitrogênio ERN (espécies reativas de nitrogênio) (ANGELI, 

2011).  

Segundo Halliwell, Gutteridge, Cross (1992), as EROs estão relacionadas 

com várias patologias, tais como artrite, choque hemorrágico, doenças do coração, 

catarata, disfunções cognitivas, câncer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator 

agravante do quadro geral. Contudo, para evitar essas doenças, a ingestão de 

alimentos ou componentes de alimentos que apresentam propriedades 

antioxidantes pode auxiliar na prevenção ou tratamento desse desequilíbrio. 

Desse modo, nas últimas décadas, vários estudos determinaram a 

capacidade de alguns peptídeos bioativos provenientes de colágeno com 

propriedades antioxidantes. Estas podem auxiliar e proteger células do estresse 

oxidativo pela captura dos radicais livres, além de proporcionarem efeitos anti-

inflamatório, anti-hipertensivo e antimicrobiano (Tabela 2). 

Tabela 2. Peptídeos de colágeno e seus efeitos bioativos. 

Origem Obtenção Efeito bioativo 
Método 

Experimental 
Referência 

Hidrolisado 

de Colágeno 

bovino 

Gelatina de 

ossos bovinos 

com as enzimas 

alcalase e 

colagenase. 

Combate ao 

envelhecimento 

cronológico da pele, 

aumento da ação 

antioxidante do 

organismo, reposição 

de colágeno. 

In vivo 
Song et al. 

(2017) 

Hidrolisado 

de músculo 

de atum 

Enzimas 

pepsina, 

tripsina, 

neutrase, 

papaína e 

alcalase 

Potencial antioxidante  
In vitro: DPPH, 

OH• e O2-• 

Chang-Feng 

et al. (2015) 

Colágeno 

pele de 

tilápia 

- Potencial antioxidante 
In vitro: DPPH e 

ABTS. 

Zhang et al. 

(2016) 

Hidrolisado 
de colágeno 

da pele 
suína 

- Potencial antioxidante 
In vitro: DPPH, 
AQM, SPAL, 

Li, et al. 
(2011) 
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Hidrolisado 
de Colágeno 

suíno 
- Potencial antioxidante 

DPPH (Bersuder 
et al. 1998) 

Ao e Li 
(2012) 

Hidrolisado 

de Colágeno 

comercial 

bovino 

- 

Potencial efeito do 

colágeno nos sinais de 

envelhecimento da 

pele através do 

metabolismo de 

fibroblastos 

In vitro: cultura de 

células dérmicas 

humanas 

(Fibroblastos) 

Zague et al. 

(2018) 

Hidrolisado 

de Colágeno 

de pele de 

atum 

 

Hidrólise com 

água subcrítica 

Potencial antioxidante 

e antimicrobiano 

In vitro: ABTS, 

DPPH, FRAP, 

atividade quelante 

e efeito 

antimicrobiano 

Ahmed e 

Chun (2018) 

 
Hidrolisado 
de colágeno 

comercial 
bovino 

 
- 

 
Potencial efeito contra 

sarcopenia 

 
In vivo 

 

 
Oertzen-

Hagemann et 
al. (2019) 

Hidrolisado 
de colágeno 

de frango 

Hidrólise enzimática 
(Protease M, 

Alcalase, Protex 50 
FP e Protex 51FP) 

Potencial efeito anti-
inflamatório 

In vitro: cultura de 
células HDFs 

Offengenden 
et al. (2018) 

 
Hidrolisado 
de colágeno 

comercial 
bovino 

 

 
- 

 
Redução de dor nas 
articulações (joelho) 
após atividade física 

 
In vivo 

 
Zdziedlik et 
al. (2017) 

Hidrolisado 
de colágeno 
de pele de 
bacalhau 

Hidrólise 
enzimática 

(Papaína, α-
Quimiotripsina, 

Pepsina, Tripsina, 
Neutrase e 
Alcalase) 

Potencial anti- 
hipertensivo 

In vitro: Inibição 
da ECA 

Ngo et al. 
(2016) 

 

Segundo Halliwell (2000): “Antioxidante é qualquer substância que, quando 

presente em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, regenera o 

substrato ou previne significativamente a oxidação do mesmo”. O excesso de 

radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo 

ou absorvidos da dieta (BARREIROS, 2006).   

A importância dos antioxidantes é reconhecida pela Organização Mundial da 

Saúde desde o ano de 1990, a qual recomenda um aumento do consumo de fontes 



 
 
 

34 
 

alimentares ricas em antioxidantes, sendo a ingestão alimentar a principal forma de 

aquisição desses compostos (WHO, 1990).  

Os antioxidantes endógenos (produzidos pelo organismo) agem 

enzimaticamente, sendo composto por três diferentes sistemas: O primeiro é 

composto por dois tipos de enzimas, a superóxido dismutase (SOD) responsável 

por catalizar a desmutação do radical ânion superóxido, convertendo-o em oxigênio 

e peróxido de hidrogênio (BABIOR, 1997). Além do mais, existem dois tipos de SOD 

no organismo, a primeira contém cobre e zinco como centros redox e ocorre no 

citosol, porém não é afetada pelo estresse oxidativo; e a segunda contém magnésio 

como centro redox, ocorre na mitocôndria e sua atividade aumenta com o estresse 

oxidativo (BARREIROS, 2006; BABIOR, BRAZ, 1997). 

O segundo sistema antioxidante é composto pela enzima catalase (CAT), 

responsável pela dismutação do peróxido de hidrogênio em oxigênio e água. O 

terceiro sistema é composto pela glutationa (GSH) em conjunto com duas enzimas, 

a glutationa peroxidase (GPx ou GSH-Px) e a glutationa redutase (GR ou GSH-Rd). 

A presença de selênio na enzima (seleno-cisteína) denota a importância desse 

metal e sua atuação como antioxidante no organismo (BARREIROS, 2006).  

Além de sistemas enzimáticos, o organismo também utiliza antioxidantes 

provenientes da dieta, como a-tocoferol (vitamina-E), β-caroteno (pro-vitamina-A), 

ácido ascórbico (vitamina-C), e compostos fenólicos onde se destacam os 

flavonóides e poliflavonóides (PIETTA, 2000; HALLIWELL et al., 1995). O ácido 

ascórbico é comumente localizado nos tecidos orgânicos do organismo humano na 

forma de ascobarto, atua como agente redutor, reduzindo metais de transição (Fe3+ 

e Cu2+) presentes nos sítios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo. 

Ademais, pode ser oxidado pela maioria das ERO e ERN que chegam ou são 

formadas nos compartimentos aquosos dos tecidos orgânicos (BARREIROS et al., 

2006). 

Outra possibilidade para avaliações potenciais da atividade antioxidante de 

um determinado composto puro ou extrato é pelo método in vitro. Segundo Bertoldi 

(2006), uma avaliação in vitro, se bem conduzida com a finalidade da utilização de 
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antioxidantes em alimentos para fins tecnológicos pode fornecer uma estimativa 

importante do potencial antioxidativo do composto em análise. O equilíbrio entre 

agentes redutores e o sistema antioxidante é muito importante. Logo quantidades 

adequadas de antioxidantes no meio intracelular são de grande importância para 

maior segurança contra os ataques dessas espécies reativas, prevenindo o 

aparecimento de doenças e evitando suas complicações, principalmente no 

diabetes mellitus (VALKO, et al., 2007; OLIVEIRA, 2010). 

A importância dos antioxidantes é reconhecida pela Organização Mundial da 

Saúde desde o ano de 1990, a qual recomenda um aumento do consumo de fontes 

alimentares ricas em antioxidantes, sendo a ingestão alimentar a principal forma de 

aquisição desses compostos (WHO, 1990).  

No entanto, cabe ressaltar que a capacidade de prevenir reações oxidativas 

não é proveniente somente dos conhecidos antioxidantes naturais. Os peptídeos 

derivados da digestão proteica também podem exercer atividade antioxidante pelos 

mesmos mecanismos que os observados para outros antioxidantes. Porém, a 

exploração de peptídeos antioxidantes requer tecnologias adicionais para liberar 

sequências de aminoácidos ativos das proteínas, uma vez que as proteínas 

precursoras podem não apresentar o mesmo efeito antioxidante (CHI et al., 2014; 

GALLEGO, MORA, HAYES, REIG, TOLDRÁ, 2017; HOMAYOUNI-TABRIZI, 

ASOODEH, SOLTANI, 2017; JEMIL et al., 2016; RIZZELLO et al., 2017; 

SACHINDRA, BHASKAR, 2008). 

Proteínas de carne, leite e peixe foram estudadas e identificadas como 

fontes importantes de peptídeos bioativos. Sarmadi e Ismail (2010), discutiram 

vários aspectos relacionados aos peptídeos antioxidantes em destaque sobre a 

importância dos peptídeos bioativos, particularmente para reações alérgicas. Liu et 

al. (2010) exploraram a composição peptídica em carnes e derivados, juntamente 

com o papel biológico e potencial em aplicações farmacológicas. Halim, Yusof e 

Sarbon (2016), avaliaram a aplicação tecnológica da liberação dos peptídeos de 

proteínas de peixe, como a capacidade de retenção de água e gordura, e os 

benefícios pretendidos à saúde da atividade antioxidante e outras atividades 

biológicas. De maneira semelhante, Mohanty et al. (2016) revisaram como a 
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digestão, fermentação e atividade enzimática afetavam a liberação de peptídeos 

bioativos a partir de proteínas do leite. Os autores também relataram aspectos 

importantes relacionados à atividade biológica, especialmente como potenciais 

agentes terapêuticos contra doenças degenerativas não transmissíveis, tais como 

hipertensão e doenças imunológicas. 

A Tabela 3 mostra alguns hidrolisados provenientes de diferentes fontes de 

proteínas alimentares como provedoras de peptídeos que apresentam atividade 

antioxidante. Aqui foram destacados os trabalhos provenientes da proteína de 

gelatina e colágeno. Os autores atribuem a presença de alguns aminoácidos na 

porção terminal dos peptídeos, tais como prolina e glicina, assim como o peso da 

cadeia molecular. 

Tabela 3. Estudos sobre a atividade antioxidante de peptídeos de diversas fontes 

proteicas, com destaque ao colágeno e gelatina. 

Fontes Características Peso Molecular Referências 

 

Hidrolisado do peixe 

Liza klunzingeri 

 

- 

 

< 1 kDa 

 

Rabiei et al. (2019) 

 

Extrato aquoso de 

alpiste 

 

- - 

Oliveira, M. C. M. 

(2015) 

 

Proteínas do leite de 

cabra 

 

- 
< 2 kDa 

 

(Ahmed, El-

Bassiony, Elmalt, & 

Ibrahim, 2015) 

 

Hidrolisado de 

colágeno da pele de 

peixe (Spanish 

mackerel) 

 

Gly na cadeia principal e Pro 

nas cadeias laterais 

 

5.04 ≤ MPM ≤ 

47.82 kDa 

 

Chang-Feng et al. 

(2014) 

 

Lisozima de clara de 

ovo 

 

- 
<3 kDa 

 

Memarpoor-Yazdi, 

Asoodeh, & 

Chamani, (2012) 

 

Hidrolisado de 

colágeno suíno 
- 

 

- 

 Ao e Li (2012) 
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Contudo, existem vários estudos que comprovam que a composição e 

sequência dos aminoácidos determinam a atividade dos peptídeos, uma vez que 

processos naturais no organismo são modulados pela interação de sequências de 

aminoácidos específicas que fazem parte das proteínas (SÁNCHEZ, VÁZQUEZ, 

2017; FIELDS, 2009). 

No estudo de Alemán et al. (2011), os autores evidenciaram que a presença 

de resíduos de leucina (Leu) na sequência de peptídeo de hidrolisado de gelatina 

de lula, pode ser um fator importante para atividade antioxidante e inibitória da 

enzima conversora de angiotensina (ECA). Especificamente, para a inibição da 

ECA a sequência tripeptídica terminal-C e a presença de um aminoácido 

hidrofóbico foram determinantes para a inibição, em virtude de que ECA prefere 

inibidores que contém aminoácidos hidrofóbicos localizado na terceira posição da 

  

Peptídeos de 

gelatina de tilápia 

 

 

Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Pro 

 

< 2 kDa 

 

Sun, Zhang e 

Zhuang (2013) 

 

Hidrolisado de 

colágeno da pele 

suína 

 

Gln-Gly-Ala-Arg 

 
- 

Li, et al. (2011) 

 

Hidrolisado de 

colágeno da pele de 

lula 

 

- 
7-12 kDa 

 

Liu, et al. (2010) 

 

Hidrolisado protéico 

de sementes de 

ervilha 

 

- 

 

- 

 

Pownall, Udenigwe 

e Aluko (2010) 

 

Hidrolisado de 

protamina de 

salmão 

 

Pro-Arg combinando 1–2 e 

16–17 resíduos da protamina 

do salmão 

 

- 
Wang et al. (2008) 

 

Hidrolisados de 

proteínas de canola 

 

- - 
Cumby et al. (2007) 

 

Hidrolizado de 
gelatina da pele de 
peixe (Alaska 
Pollack) 
 

Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-
Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly 
 

1,5 a 4,5 kDa 
 

Kim, Kim, Byun, 
Park, et al. (2001) 
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sequência do terminal-C, seguidos de glicina (Gly), prolina (Pro), leucina (Leu), 

fenilalanina (Phe) e serina (Ser), mais especificamente na ordem Gly-Pro-Leu-Gly-

Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gly-Pro-Leu-Gly-Leu-Ser (MURRAY & FITZGERALD, 2007). 

De acordo com Banerjee e Shanthi (2016), a presença dos aminoácidos 

tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe), triptofano (Trp), histidina (His), metionina (Met) e 

prolina (Pro) nas sequências peptídicas aumentam a quelação e a eliminação dos 

radicais livres, em razão de que aminoácidos aromáticos Phe, Tyr, Trp e His podem 

doar prótons proporcionando a eliminação desses radicais (TOLDRÁ et al., 2017). 

Para Zhang et al. (2019), os aminoácidos hidrofóbicos Ala, Val e Leu, também 

podem desempenhar um importante papel para a atividade imunomodulatória. 

Pode se dizer, que a sequência de aminoácidos de peptídeos hidrolisados é 

um fator importante para determinar sua bioatividade. Essa observação pode ser 

indicada pela melhora da cicatrização de feridas cutâneas em camundongos, ou 

melhor, pelo estímulo do crescimento de fibroblastos através da aplicação direta da 

sequência Pro-Hyp. No entanto, quando foram adicionados os mesmos 

separadamente não obteve o mesmo efeito (SHIGEMURA et al., 2009). Segundo 

Sato (2017), o crescimento de fibroblastos é controlado por fatores de fixação na 

matriz extracelular e presença dos dipeptídeos de colágeno (como Pro-Hyp e Hyp-

Gly), assim explica parcialmente os efeitos benéficos da ingestão de colágeno 

hidrolisado em pacientes que sofrem de úlcera por pressão, melhor dizendo, lesão 

da pele resultante da pressão prolongada sob a pele (LEE et al., 2006; SµGIHARA 

et al., 2015). 

Além da composição e sequência aminoacídica, o peso molecular dos 

peptídeos também favorece a propriedade bioativa. De acordo com o estudo de 

Nurilmala et al.  (2020), peptídeos de colágeno de pele de atum apresentaram maior 

atividade antioxidante com peso molecular inferior e superior a 3 kDa e entre 10-30 

kDa. Song et al. (2017), peptídeos de colágeno provenientes de pele e osso bovino 

apresentaram efeitos benéficos no fotoenvelhecimento da pele de camundongos 

envelhecidos cronologicamente, melhorou significativamente a flacidez da pele, 

reparou as fibras de colágeno, aumentou o conteúdo de colágeno e normalizou a 

proporção do colágeno tipo I para o tipo III em pele envelhecida cronologicamente. 
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7. Diabetes Mellitus e Enzimas Gastrointestinais 

 Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2020), diabetes mellitus é uma 

doença crônica não transmissível (DCNT) e considerado um importante e crescente 

problema de saúde para todos os países, independente do seu grau de 

desenvolvimento. Em 2019, foram 16,8 milhões de adultos entre 20 a 79 anos de 

idade diagnosticados com diabetes no Brasil, o sexo feminino é que representa 

mais os casos de diabetes no país, cerca de 44% de mortes atribuídas a essa 

doença são de pessoas menores de 60 anos.  (IDF, 2019). 

 O aumento da prevalência do diabetes está associado a diversos fatores, 

como rápida urbanização, transição epidemiológica, transição nutricional, maior 

frequência de estilo de vida sedentário, maior frequência de excesso de peso, 

crescimento e envelhecimento populacional e, também, à maior sobrevida dos 

indivíduos com diabetes (SBD, 2020). 

O Diabetes Mellitus (DM) é um distúrbio metabólico caracterizado pela 

elevação da glicose no sangue (hiperglicemia) persistente decorrente da deficiência 

de produção da insulina ou na sua ação, ou em ambos os mecanismos. Outra 

característica de DM é a elevada glicemia em jejum e o aumento de concentrações 

de glicose sanguínea após refeições, devido a uma menor sensibilidade insulínica 

nos tecidos alvo ou redução da produção de insulina pelo pâncreas (ADA, 2005). 

Existem cinco tipos de DM, porém as mais comuns são: o diabete tipo 1 (DM 1) e 

diabete tipo 2 (DM 2) (SBD, 2019).  

A DM 1, geralmente aparece na infância ou adolescência, mas também pode 

ser diagnosticado em adultos. A causa é pela diminuição absoluta da secreção de 

insulina em virtude da destruição de células β-pancreáticas pela doença auto-

imune, promovendo a hiperglicemia. Contudo, pacientes com DM 1 devem 

administrar a insulina exógena para evitar a cetoacidose e reduzir o nível de 

glicemia (ZIMMET, ALBERTI, SHAW, 2001).   

A DM 2 na maioria dos casos (cerca de 90% dos pacientes diabéticos) ocorre 

em adultos acima de 50 anos, ainda assim, nos últimos anos aumentou o número 

de jovens e crianças com DM 2, em razão do aumento do consumo de gorduras e 
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carboidratos aliados à falta de atividade física (SBEM, 2020). Esta doença está 

associada ao aumento de peso e obesidade, além de ser caracterizada pela 

resistência à insulina ou pela deficiência da secreção da mesma (ZIMMET, 

ALBERTI, SHAW, 2001).  O tratamento da DM 2 pode ser por vários mecanismos: 

Estimulação de secreção de insulina endógena, que incluem as sulfoniuréias e 

meglitinidas; o aumento da sensibilidade à insulina, como as biguanidas e 

tiazolidinodionas; e a inibição da degradação de oligossacarídeos e dissacarídeos, 

formado pelos inibidores das enzimas α-amilase e α-glicosidase (CHENG, 

FANTUS, 2005). 

Outros tipos de DM podem ocorrer durante ou pós-gestação, por uma 

doença pancreática ou por outras doenças endócrinas, além da possibilidade de 

ser induzida por medicamentos e outras substâncias químicas (SBD, 2020). 

As complicações associadas ao DM incluem hipertensão, 

hipertrigliceridemia (aumento sérico de triglicerídeos), hipercolesterolêmica 

(aumento sérico de colesterol), problemas cardíacos, derrames, problemas 

oculares, nefropatia (podendo evoluir para insuficiência renal) e neuropatias 

(podendo evoluir de úlceras nos pés às amputações) que diminuem a qualidade de 

vida do paciente (SBD, 2016). Entretanto, os principais sintomas da DM são diurese 

e sede excessiva, aumento do apetite, perda de peso, cansaço, turvação visual e 

infecções, sendo as mais comuns as infecções de pele (SBD, 2020). 

As α-amilases podem ser encontradas em animais, plantas e 

microrganismos, são enzimas da família endoamilases que catalisam a hidrólise 

das ligações glicosídicas α-1,4 do amido liberando glicose, maltose, 

oligossacarídeos e dextrinas. Essas enzimas podem ser secretadas pelas 

glândulas salivares e pelo pâncreas desempenhando um papel importante na 

digestão do amido e glicogênio (WHITCOMB, LOWE, 2007). A α-amilase 

pancreática pode ser obtida de pâncreas suíno e bovino, sendo a suína usada como 

um auxiliar de digestão e apresenta potencial de uso em rações para animais. 

 As α-glicosidases estão localizadas nas células intestinais, responsáveis por 

catalisar a hidrólise das ligações glicosídicas α-1,4 de dissacarídeos e 

oligossacarídeos e/ou poliglicanos em moléculas menores, denominadas de 
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monossacarídeos (glicose), enquanto outras glicosidases hidrolisam 

preferencialmente substratos heterogêneos como sacarose (CHIBA, 1997). Os 

monossacarídeos são utilizados como fonte de energia e carbono para as células 

(ALLABY, 1999). 

 As α-glicosidases são um grupo de exo-glicosídeo hidrolases capazes de 

clivar os resíduos α-glicosila das extremidades não reduzidas de substratos α 

ligados para liberar α-D-glicose (CHIBA, 1997). Além disso, as glicosidases são 

classificadas com a especificidade da clivagem da ligação glicosídica, dependendo 

do número, posição ou configuração do grupo hidroxila na molécula do açúcar 

(MELO, GOMES, CARVALHO, 2006). 

As enzimas α-glicosidases também, podem ser encontradas em animais, 

plantas e microrganismos. Ademais, é importante para o metabolismo, como na 

degradação de polissacarídeos provenientes da alimentação e assim pelo auxílio 

da geração de glicogênio e glicoproteínas celulares, pela biossíntese e modificação 

de α-glicoproteínas, e catabolismo de peptidioglicanos (GANEM, 1996). Contudo 

desempenha funções biológicas tanto para o reconhecimento intercelular, 

proliferação e diferenciação celular como funções patológicas que auxiliam no 

câncer e inflamação (MELO, GOMES, CARVALHO, 2006).  

As α-amilase humana possuem os domínios: A, B e C. Na α-amilase o sítio 

ativo, região onde o substrato se liga a enzima, está situado em uma fenda longa 

entre os domínios A e B, onde também está o cálcio que atua na estabilização da 

estrutura tridimensional e ativador alostérico. A enzima α-glicosidase é constituída 

por 4 domínios (A, C, D e N) e 2 subdomínios (B e B’).  O domínio A é a região 

catalítica, o domínio C pode desempenhar uma proteção do domínio catalítico 

contra solventes, sendo que a capacidade da enzima α-glicosidase em se ligar ao 

amido pode ser atribuída para o domínio D. O domínio N-terminal interage com o 

domínio catalítico e pode conter sítios secundários de reconhecimento dos 

carboidratos. B e B’ estão localizados próximos do domínio A proporcionando um 

papel na ligação da enzima ao substrato (SIM et al., 2008). As estruturas das 

enzimas estão representadas na figura 5. 
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A

  

B  

Figura 5. A: Estrutura tridimensional de α-amilase, o íon Ca2+ está representado como um 

esfera azul e o íon cloreto está como esfera amarela. As estruturas verdes são ligantes da 

enzima na superfície do sítio ativo e na sua fenda. B: Estrutura tridimensional de α-

glicosidase (SIM et al., 2008). 

8. Mecanismo de Inibição das enzimas α- amilase e α- glicosidase 

 A inibição das enzimas α- amilase e α- glicosidase é um dos mecanismos 

que podem auxiliar no tratamento de DM 2, através da captação de carboidratos 

pelas células intestinais. Logo, a inibição competitiva dessas enzimas reduz a taxa 

de absorção de monossacarídeos impedindo o aumento da glicemia pós-prandial 

(PERFETTI et al., 1998). 

Segundo Bischoff (1994), inibidores de α-glicosidase (EC 3.2.1.20) retardam 

a digestão de sacarose e amido, dessa forma são considerados superiores aos 

inibidores de α-amilase (EC 3.2.1.1.). Em vista disso, a inibição da enzima α-

glicosidase (EC 3.2.1.20) é um dos tratamentos eficazes de diabetes mellitus 

(ABESUNDARA et al., 2004). Foram realizados alguns estudos com essas enzimas 

para avaliar o potencial anti-diabético (hipoglicemiante) de albumina hidrolisada, 
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peptídeo de colágeno de peixe, extrato de flores de C. auriculata, rabanete japonês, 

repolho, cebola, couve chinesa, tomate, pepino e cenoura frutas, tangerina, maçã, 

melancia, melão e toranja, salsa italiana e rúcula (YU et al., 2012; ZHANG et 

al.,2016; ABESUNDARA, MATSUI, MATSUMOTO, 2004). 

Desse modo, o consumo de inibidores provenientes da dieta pode ser uma 

terapia eficaz para gerenciar a hiperglicemia pós-prandial. O tratamento tradicional 

é pelo uso do fármaco acarbose (pseudotetrassacarídeo) produzido pelo processo 

de fungos que provocam efeitos adversos, como distúrbios gastrointestinais, 20% 

dos pacientes sofrem de desconforto abdominal, diarreias e flatulências 

(CHIASSON et al., 2002)  

Considerando que a digestão de carboidratos se inicia na boca pela α-

amilase salivar e continua no intestino com a ação da α-amilase pancreática, a 

redução ou bloqueio da atividade da enzima α-amilase pode acarretar na redução 

da degradação de polissacarídeos em glicose, maltose e maltotriose impedindo o 

aumento da glicemia pós-prandial, proporcionando uma segurança para os 

diabéticos (Figura 6). 

 

Figura 6. Mecanismo de inibição das enzimas α-amilase e glicosidase. Fonte: Próprio 

Autor. 

 Diante do exposto acima o trabalho teve como motivação estudar à 

interferência das diferentes fontes dos peptídeos de colágeno hidrolisado sob suas 
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capacidades antioxidades e por uma possível inibição das enzimas 

gastrointestinais alfa-amilase e hipoglicemiante que quando inibidas podem 

favorecer com efeitos hipogliceminates. 
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CAPÍTULO 2 

Artigo para submissão na Revista Science Food 

 

ATIVIDADE HIPOGLICEMIANTE E ANTIOXIDANTE DE PEPTÍDEOS DE 

COLÁGENO HIDROLISADO DE DIFERENTES ESPÉCIES 

 

Resumo 

Os pesquisadores têm dado atenção especial aos peptídeos derivados de hidrolisados de 

proteínas devido à sua capacidade de modular algumas atividades biológicas diferentes da 

proteína nativa. Os peptídeos de colágeno têm uma função importante no envelhecimento 

celular, entretanto, suas propriedades antioxidantes bioativas e hipoglicemiantes não foram 

totalmente exploradas. Este estudo teve como objetivo caracterizar e avaliar o potencial 

biológico in vitro de hidrolisados bovinos (BH), hidrolisados de peixe (FH) e hidrolisados 

suínos (PH) quanto às suas atividades antioxidante e hipoglicêmica. Todas as amostras 

apresentaram percentuais acima de 90% de conteúdo proteico, com elevados teores de 

aminoácidos (glicina, prolina e hidroxiprolina), responsáveis pela estrutura específica do 

colágeno. A amostra de BH apresentou maior grau de hidrólise (DH) (8,7%) e maior 

percentual de peptídeos menores que 2 kDa (74,1%). Todos os colágenos analisados in 

vitro apresentaram inibição das enzimas pancreáticas (α-amilase e α-glicosidase), com 

potencial para prevenir diabetes mellitus. A amostra de PH apresentou maiores atividades 

antioxidantes medidas pelos métodos ORAC (67,08 ± 4,23 µmol Trolox Eq./g) e eliminação 

do radical ABTS (65,69 ± 3,53 µmol Trolox Eq./g). O maior potencial antioxidante do PH 

pode estar relacionado à maior quantidade de tirosina (Tyr), que é um aminoácido livre. A 

primeira análise de proteção de DNA foi relacionada a peptídeos de colágeno hidrolisados, 

e a amostra de FH apresentou ação antioxidante protetora para DNA superenrolado tanto 

na presença (39,51%) quanto na ausência (96,36%) de AAPH (reagente 2,2'-azobis (2-

amidinopropano) .Os resultados confirmaram que a fonte de colágeno nativo reflete na 
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bioatividade dos peptídeos de colágeno hidrolisados, provavelmente devido à sua 

composição aminoacídica. 

 

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Atividade hipoglicêmica; Proteção de DNA; 

Peptídeos Bioativos 

 

1. Introdução 

O mundo começou a envelhecer mais nos últimos anos, uma vez que países 

desenvolvidos e em desenvolvimento passaram a apresentar redução das taxas de 

mortalidade e fecundidade, bem como aumento da expectativa de vida da população. Com 

o aumento da longevidade, as doenças crônicas associadas ao envelhecimento assumiram 

uma proporção maior, junto com os custos hospitalares com essa população (Martin et al., 

2005). Uma das consequências do envelhecimento é a degradação ou redução do 

colágeno no corpo. O colágeno é a principal proteína do tecido conjuntivo e é importante 

quanto à integridade estrutural e adesão à matriz extracelular. Nas últimas décadas, o 

colágeno tornou-se cada vez mais importante no mercado, devido às suas inúmeras 

aplicações. Estudos mostram que a ingestão de peptídeos de colágeno hidrolisados pode 

favorecer a regeneração e recuperação de lesões, aumentar a densidade óssea, bem 

como combater doenças relacionadas à idade, como tendinite, bursite, osteoporose, 

osteoartrite e tensão muscular (Bello e Oesser, 2006; Moskowitz , 2000; Porfírio e Fanaro, 

2016). 

As propriedades bioativas dos peptídeos de colágeno ainda são pouco exploradas 

quando se consideram as complicações do envelhecimento, que incluem estresse 

oxidativo, dano ao DNA e condição hiperglicêmica (observada no Diabetes mellitus tipo II 

- DM2). Afirma-se que a prevenção do estresse oxidativo pode auxiliar no tratamento do 

DM 2, pelo combate às espécies reativas de oxigênio (ROS). Além disso, alguns peptídeos, 
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como a acarbose, impedem o intestino de digerir todos os carboidratos consumidos, 

inibindo enzimas importantes envolvidas no metabolismo da glicose. Os peptídeos inibem 

as enzimas α-amilase e α-glucosidase, reduzindo a taxa de absorção dos 

monossacarídeos e evitando o aumento da glicose pós-prandial (Perfetti et al., 1998). 

Os peptídeos são definidos como fragmentos inativos ou criptografados na 

proteína nativa, que, quando liberados por proteólise enzimática, têm bioatividade 

promotora da saúde (Chakrabarti et al., 2014; Sgarbieri et al., 2020). O colágeno 

hidrolisado pode ser obtido de diferentes fontes de processamento animal e representa um 

subproduto industrial com ampla aplicação em produtos cosméticos e alimentícios. Nos 

últimos anos, os hidrolisados de colágeno têm recebido cada vez mais valorização e 

interesse na indústria farmacêutica no que diz respeito à produção de compostos bioativos. 

Apesar de sua importante ação estrutural, a bioatividade e os mecanismos de 

ação dos peptídeos de colágeno ainda não foram exaustivamente explorados em outras 

áreas, principalmente no que diz respeito à sua atividade antioxidante e hipoglicêmica. O 

colágeno hidrolisado pode ser obtido de diversas espécies animais, variando de acordo 

com suas características intrínsecas, processo de extração e condições específicas de 

hidrólise. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Materiais 

Colágenos hidrolisados comerciais foram utilizados neste estudo, e as amostras 

foram nomeadas de acordo com sua origem: BH (hidrolisado bovino), FH (hidrolisado de 

peixe) e PH (hidrolisado suíno). 

Enzimas alfa-amilases pancreáticas suínas, tipo VI-B (EC3.2.1.1-A3176-500KU); 

alfa-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (EC3.2.1.20-G5003-100UN); 2,2-Azobis 

amidinopropano (AAPH-440914); sal de sódio de fluoresceína (F6377); 2,2-azinobis (ácido 

3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS-10102946001); 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-
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D9132); Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano; O ácido 2-carboxílico (Trolox-238813) 

e o ácido gálico (G7384) foram adquiridos na Sigma-Aldrich. Todos os outros produtos 

químicos eram analíticos ou cromatográficos. 

2.2. Caracterização das amostras  

 

2.2.1. Composição Físico-química  

 

As amostras foram caracterizadas pelos métodos recomendados pela AOAC 

(AOAC International, 2012), quanto a: umidade (método n.925.45b), cinzas (método 

n.923.03), proteínas (método n.960.52) pelo método Kjeldahl, considerando o fator de 

conversão de nitrogênio para conteúdo de proteína de 5,55. O grau de hidrólise das 

amostras foi determinado pelo método o-ftaldeído (OPA) de acordo com (Church et al., 

1983), neste caso a gelatina foi a referência de htot = 11,1 g / Kg de proteína, com h 

referindo-se ao número de ligações hidrolisadas (Nielsen et al., 2001). 

 

2.2.2. Perfil de aminoácidos totais e livres 

O perfil de aminoácidos total foi realizado por derivatização pré-coluna de 

aminoácidos liberados após hidrólise ácida (6 mol / L) sob aquecimento (110 ° C / 20 h) de 

acordo com White, 1986 (White et al., 1986). Os aminoácidos livres foram determinados 

sem realizar a etapa de hidrólise ácida (Hagen et al., 1989). A análise dos aminoácidos 

derivatizados foi realizada em cromatografia líquida de alta eficiência, HPLC (Shimadzu 

Organismoration, Kyoto, Japan). Os aminoácidos foram dissolvidos em diluente e 

introduzidos na coluna RP-HPLC com um detector de UV a 254 nm (Shimadzu 

Organismoration, Tóquio, Japão), equipado com uma coluna C18 Luna / Phenomenex (250 

mm × 4,6 mm ×, 5 µ; Phenomenex Inc., Torrence, EUA). Os aminoácidos foram 

quantificados por comparação usando o padrão de aminoácidos da Thermo Scientific 

(Rockford, IL, EUA) e o ácido DL-2-aminobutírico (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, EUA) foi 

usado como padrão interno. 
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2.2.3. Perfil de Hidrofobicidade 

Os hidrolisados de colágeno foram analisados por cromatografia líquida de fase 

reversa, de acordo com a metodologia de (Bezerra et al., 2016) com algumas modificações. 

A massa de 30 mg da amostra foi dissolvida em 10 mL com Eluente A (0,03% (v / v) ácido 

trifluoroacético (TFA) em água ultrapura) seguido de centrifµgação a 3.500 g, ultrassom 

por 10 minutos, centrifµgação a 2.700 ge filtração de membrana de politetrafluoroetileno 

hidrofílica (PTFE; 0,45 µm). 

A coluna de fase reversa Phenomenex-Luna C18 foi usada (250 mm × 4,6 mm ×, 5 

µ; Phenomenex Inc., Torrence, EUA). O volume de injeção do hidrolisado de colágeno (0,3 

mg / mL) foi de 50 μL, utilizando um gradiente de fase móvel estabelecido como: Eluente 

A e Eluente B (0,04% de TFA em acetonitrila). Depois de equilibrar a coluna com 100% de 

eluente A, os peptídeos foram eluídos por 40 minutos com 70% de eluente B a uma taxa 

de fluxo de 1 mL / min e detecção de 214 nm para ligações peptídicas e 280 nm para 

peptídeos aromáticos (Hexis Scientific, DR3900 , São Paulo). Com base na classificação 

desenvolvida por Legay et al. (1997), os cromatogramas do hidrolisado foram divididos em 

3 zonas, classificando os peptídeos em: (I) baixa hidrofobicidade, cujo tempo de retenção 

é de até 10 minutos, com gradiente de concentração do eluente de 25%; (II) hidrofobicidade 

média eluída com gradiente de concentração da solução B de 40% (entre 10 e 25 minutos) 

e (III) hidrofobicidade elevada com gradiente de solução B acima de 40% (após 25 

minutos). 

 O perfil de distribuição de tamanho molecular foi fornecido pela indústria e realizado 

por cromatografia de exclusão de tamanho de alta pressão (HPSEC) usando uma bomba 

isocrática (modelo 510, Waters), coluna TSK G 2000 SWXL 5µm (Ref. 0008540 Tosoh 

Bioscience GmbH) acoplada a TSK SWXL Coluna de guarda Guardcol 7µm (Ref. 0008543, 

Tosoh Bioscience GmbH), com temperatura entre 25 ° C e 40 ° C, detector de UV (214 nm) 

com software GPC adquir (para processamento de dados), tempo de execução 40 minutos, 
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volume de injeção 20 µL e taxa de fluxo 0,5 mL / min. Os padrões variaram de 1920 a 7765 

Da. 

2.3. Avaliação de bioatividade das amostras 

2.3.1. Capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC) 

O ensaio ORAC é baseado na capacidade de reduzir o radical peroxil (ROO •) 

gerado pela degradação térmica do dicloridrato de (2-2-azobis (2-amidinopropano) (AAPH) 

e preservação da molécula de fluoresceína pelo antioxidante fluoresceína contra a ação do 

radical peroxila. O decaimento da fluorescência é monitorado no modo cinético com leitura 

a cada minuto por duas horas em pH 7,4 (Chisté et al., 2011). A análise foi conduzida em 

um leitor de fluorescência de microplaca de 96 poços (software Synergy, BioTek®, Gen5) 

com filtros de fluorescência para excitação a 485 nm e emissão a 528 nm a 37 ° C. Uma 

curva Trolox padrão foi usada para expressar os valores ORAC das amostras nas 

concentrações de 250, 500 e 1000 ppm. Um tampão de fosfato de potássio 75 mM (pH 7,4) 

foi usado para diluição da curva, substrato de amostra. Cada poço da microplaca teve a 

adição de: 30 µL de amostra ou padrão; 60 µl de solução de fluoresceína 508,25 nM; 110 

µl de solução AAPH 76 mM. As amostras e o padrão de proteção (AUCnet) foram 

calculados pela diferença entre a área sob a curva de decaimento de fluorescência das 

amostras / padrão (amostra AUC / padrão) e a área sob a curva de decaimento de 

fluorescência sem amostra ou adição de Trolox (AUC branco). Os resultados foram 

expressos em µmol equivalente de Trolox / g de amostra, em triplicado. 

2.3.2. Método de eliminação do radical ABTS 

O ensaio antioxidante mediu a capacidade de eliminação do radical ABTS de 

acordo com (Al-Duais et al., 2009). Resumidamente, solução de radical de ácido 2,2'-azino-

bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS • +) foi realizada misturando persulfato de 

potássio em solução aquosa (K2S2O8) 140 mM e ABTS 7 mM. A mistura permaneceu no 

por 16 horas e teve sua absorbância ajustada para 0,7 ± 0,02 a 734 nm usando um 

espectrofotômetro UV-Vis antes da análise. Uma alíquota de 20 μL da amostra (500, 1000, 
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2500 e 5000 ppm) foi colocada em uma microplaca poço e 220 μL de solução de trabalho 

ABTS (Abs 0,7 ± 0,02) foram adicionados para reagir por 6 minutos. Após isso, a 

absorbância foi de 730 nm na microplaca UV-Vis Reader Synergy (BioTek®, software 

Gen5). Uma curva padrão Trolox em tampão fosfato 75 mM e pH 7,4 para expressar os 

valores de ABTS. O volume de 240 μL de tampão fosfato de sódio (75 mM, pH 7,4) foi 

diminuído a partir das absorbâncias das amostras e padrão pela curva analítica, os 

resultados finais foram expressos em μmol equivalente de Trolox / g de amostra, em 

triplicata. 

2.3.3. Capacidade de inibir a decomposição do DNA por radicais livres 

Alguns compostos têm a capacidade de proteger o DNA do estresse oxidativo 

causado principalmente pela presença de radicais livres no ambiente celular. Esta análise 

é baseada em permitir que o DNA retenha sua estrutura supercoil nativa quando exposto 

a agentes pró-oxidantes. Neste tipo de ensaio, a molécula de DNA do plasmídeo é inserida 

em um meio de reação contendo o agente oxidante e o composto antioxidante, reagindo à 

temperatura corporal, de modo que com a eletroforese em gel de agarose a 0,8%, as 

bandas de DNA "superenroladas" (estrutura original) podem ser observado, bem como o 

aumento da intensidade da luz ultravioleta, das bandas circulares e lineares, formadas em 

decorrência da quebra do DNA original (Zhang et al., 2014). O método de (Yarnpakdee et 

al., 2015) foi utilizado com algumas modificações para avaliar a capacidade antioxidante 

da solução aquosa de colágeno hidrolisado nas concentrações de 25.000, 30.000 e 50.000 

ppm contra o radical peroxil, gerado pela degradação térmica (90 ° C / 10 min) de AAPH 

através da eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O ácido gálico foi usado como controle 

positivo da atividade antioxidante. O DNA de plasmídeo superenrolado foi diluído em Tris-

HCl 10 mM contendo EDTA 1 mM (pH 8,0) a uma concentração de 0,125 µg / µL. Em um 

microtubo sem DNAse, esses reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 4 µL do 

DNA do plasmídeo superenrolado, 2 µL dos extratos aquosos de colágeno e 4 µL da 

solução de AAPH 30 mM preparada durante a análise. No controle positivo AAPH, o extrato 
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foi substituído por água. Todos os ensaios foram incubados no escuro a 37 ° C durante 

uma hora. A mistura de reação (10 µL) foi aplicada a um gel de agarose a 0,8% preparado 

com Tris-acetato EDTA (TAE) juntamente com 2 µL de tampão de carga. O tempo de 

execução foi de 90 minutos a 80 V seguido por 120 V durante uma hora. O gel foi corado 

com 1: 20.000 SYBR Safe (Thermo Scientific) adicionado ao tampão TAE e, em seguida, 

as bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta no ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad). 

A quantificação foi realizada no software J image. Os resultados foram expressos de 

acordo com a equação: 

%𝑅𝑒𝑡𝑒𝑛çã𝑜 𝑑𝑎 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑎 𝑑𝑜 𝐷𝑁𝐴 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑖𝑙𝑒𝑑 =
𝐼𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎  𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑖𝑙𝑒𝑑

𝐼𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑖𝑙𝑒𝑑
𝑥100 

Onde: 

 Iamostra= Intensidade da amostra na banda supercoiled 

 Icontrol= Intensidade do controle na banda supercoiled 

 

2.3.4. Inibição da atividade da enzima α-amilase  

A metodologia para inibir a atividade da α-amilase pancreática suína, tipo VI-B (14U 

/ mg sólido, Sigma-Aldrich) foi baseada nos estudos de (Apostolidis et al., 2007; Ranilla et 

al., 2010; Yu et al. ., 2012) com algumas modificações. 250 µL de cada extrato de amostra 

aquoso a 0,1 e 1 mg / mL e 250 µL de solução de α-amilase (4U / mL) em tampão de fosfato 

de sódio 20 mM (pH 6,9) foram adicionados, ambos foram pré-incubados juntos a 37 ° C 

em um banho-maria por 5 minutos. Após a pré-incubação, 250 µl de uma solução de amido 

a 1% solúvel em tampão de fosfato de sódio 20 mM (pH 6,9) foram adicionados a cada 

tubo em intervalos de tempo. A reação das misturas foi então incubada novamente a 37 ° 

C por 10 minutos e foi finalizada com 500 µL do reagente ácido dinitrosalicílico (DNS) a 97 

° C por 15 minutos, então os tubos foram resfriados em banho de gelo até atingirem o 

quarto temperatura. A mistura reaccional foi então diluída com a adição de 5 ml de água 

destilada e a absorvância medida a 540 nm num espectrofotómetro (Varian Cary 50 UV-
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Vis, Australian). Um branco comum foi preparado para os extratos e controle em duplicata 

e os extratos e controle em triplicata. A acarbose em solução aquosa foi usada como 

controle positivo para a inibição da atividade enzimática nas concentrações de 0,25, 0,5, 1 

mg / mL. A porcentagem de inibição da atividade enzimática na presença da amostra e 

acarbose foi calculada de acordo com a equação abaixo: 

 

%𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
[(𝐴𝑐 −  𝐴𝑏) − (𝐴𝑎/𝐴𝑎𝑐 − 𝐴𝑏)]

(𝐴𝑐 − 𝐴𝑏)
𝑥 100 

Onde: 

Aa= Absorbância da amostra (extrato + enzima+ amido+ DNS+ água); 

Ab = Absorbância do branco (tampão + amido + DNS + água); 

Ac= Absorbância do controle (-) (tampão + enzima + amido + DNS + água); 

Aac= Absorbância do controle (+) (acarbose + enzima + amido + DNS + água); 

 

2.3.5.  Inibição da atividade da enzima α-glicosidase 

A atividade enzimática da α-glicosidase de S. cerevisiae tipo I é baseada na 

determinação da hidrólise contínua de ρNPG em ρNP. A metodologia de inibição da 

atividade da enzima α-glicosidase foi baseada nos estudos de (Ranilla et al., 2010; Shinde 

et al., 2008), com algumas modificações. Uma mistura foi pré-incubada a 37 ° C por 10 

minutos e consistia em: 50 µL de extrato de peptídeo de colágeno aquoso (0,1 e 1 mg / 

mL) dissolvido em tampão de fosfato de potássio 50 mM (pH 6,8), 50 µL de potássio 50 

mM tampão fosfato (pH 6,8) e 100 µl de solução de α-glicosidase (0,4 U / ml) em tampão 

fosfato de potássio 50 mM (pH 6,8). Em seguida, 50 µL do substrato (solução de ρ-

nitrofenil-α-D-glucuronídeo 5 mM) foram adicionados e esta mistura foi incubada 

novamente a 37 ° C por 5 minutos. A reação foi finalizada com a adição de 100 µL de 

solução de carbonato de sódio (1M) e com a adição de 700 µL de água destilada, sendo o 

volume final de 1,05 mL. Imediatamente, foram transferidos dos microtubos (duplicata) para 
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uma placa de 96 poços, 200 µL da mistura, e a leitura foi realizada a 405 nm em 

espectrofotômetro de microplaca (Elx800TM BioTek, Vermont). No controle, a solução 

tampão foi adicionada ao invés do extrato de colágeno, e no branco, a solução tampão foi 

adicionada para substituir a enzima e o extrato. A acarbose em solução aquosa foi utilizada 

como controle positivo para a inibição da atividade enzimática nas concentrações de 500; 

100; 50; 1; 0,5 e 0,25 mg / ml. Cada ensaio foi realizado em 20 segundos em duplicata e 

triplicata na microplaca. A porcentagem de inibição da atividade enzimática na presença 

da amostra e acarbose foi calculada de acordo com a equação abaixo: 

 

%𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
[(𝐴𝑐 −  𝐴𝑏) − (𝐴𝑎/𝐴𝑎𝑐 − 𝐴𝑏)]

(𝐴𝑐 − 𝐴𝑏)
𝑥 100 

Onde: 

Aa= Absorbância da amostra (extrato + enzima+ substrato + Na2CO3 + água); 

Ab = Absorbância do branco (tampão + substrato + Na2CO3 + água); 

Ac= Absorbância do controle (-) (tampão + enzima + substrato + Na2CO3 + água); 

Aac= Absorbância do controle (+) (acarbose + enzima + substrato + Na2CO3 + água); 

 

O fluxograma a seguir explica a análise realizada: 
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Figura 1. Fluxograma de procedimentos analíticos (Fonte: Autor) 

 

3. Análises estatísticas    

Os resultados experimentais foram analisados estatisticamente pelo programa 

STATGRAPHICS, versão Centurion XV.II por meio de Análise de Variância (ANOVA) e as 

diferenças entre os grupos estudados foram analisadas por meio do teste de Tukey para 

comparação de médias ao nível de significância de 5% (p <0,05 ) A análise de proteção de 

DNA foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.1. Programas. 

4. Resultados e Discussões 

4.1. Análises Físico-química 

Os resultados das análises físico-químicas dos hidrolisados de colágeno são 

apresentados na Tabela 1. Embora as amostras tenham o mesmo teor de sólidos totais 

(cerca de 92%), elas variaram em relação ao teor de proteína. O hidrolisado de colágeno 

suíno (PH) apresentou o maior percentual (97,2%), seguido do hidrolisado de peixe (FH) 

com 96,6% e bovino (BH) com 94,3, respectivamente. Os colágenos apresentaram em 

média 7% de umidade e cinzas ≤1%, sendo que o hidrolisado bovino (BH) apresentou 

maior porcentagem para ambos os fatores físico-químicos, embora menor teor de proteína 

em relação aos demais. 

Tabela 1. Análises de umidade, cinzas, proteína em base seca para as amostras de 

colágeno hidrolisado comerciais de diferentes espécies. 

Amostras 
Teor de sólidos 

totais 
Umidade Cinzas Proteína 

     

g/100 g amostra 

BH 92,25±0,06a 7,85±0,18a 1,11±0,005a 94,37±0,06c 

FH 92,67±0,06a 7,50±0,30a 0,61±0,02b 96,63±0,06b 

PH 92,92±0,4a 7,07±0,02b   0,25± 0,004c 97,20±0,41a 

 

Sendo, BH: colágeno hidrolisado bovino; FH: colágeno hidrolisado de pescado; PH: colágeno hidrolisado suíno.  

Valores seguidos de mesma letra não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05), referente a 

leitura na vertical.  
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A Tabela 2 mostra que as amostras de BH e FH apresentaram maior DH (8,7% e 

8,1%, respectivamente), o que está relacionado ao maior percentual de peptídeos menores 

que 2 kDa. A amostra com PH apresentou a menor DH (6,1%) e, consequentemente, a 

maior porcentagem de peptídeos com peso molecular de 5-10 kDa em relação às demais, 

representada por 5,3%. Portanto, observou-se que a maior DH está relacionada a uma 

maior quantidade de peptídeos de menor peso molecular. Vários estudos afirmam que os 

peptídeos de baixo peso molecular têm maior potencial para atividade biológica (Ahmed et 

al., 2015; Ao e Li, 2012; Chi et al., 2014; Liu et al., 2012; Rabiei et al., 2019; Shazly et al., 

2019). 

No entanto, a DH dos peptídeos de colágeno foi relativamente baixa quando 

comparada a outras proteínas, variando de 8,7 a 6,1% nas diferentes amostras. Outros 

estudos também mostraram valores de DH abaixo de 10%, confirmando a dificuldade das 

enzimas em quebrar a estrutura da hélice tripla do colágeno durante a hidrólise (Chi et al., 

2014; Jamdar et al., 2010). 

 

Tabela 2. Grau de hidrólise e peso molecular dos colágenos hidrolisados comerciais de 

diferentes espécies. 

Amostra % GH %Peso Molecular* 

0,3 mg/mL <1 kDa 1-2 kDa 2-5 kDa 5-10 kDa >10 kDa 

BH 8,7±0,010a 11,6 62,5 24,3 1,1 0,5 

FH 8,1±0,003a 9,2 56,7 32,9 0,9 0,2 

PH 6,1±0,008b 7,9 48,9 37,7 5,3 0,1 

Sendo, BH: colágeno hidrolisado bovino; FH: colágeno hidrolisado de pescado; PH: colágeno hidrolisado suíno.  

Valores seguidos de mesma letra não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05), referente a 

leitura na vertical. *Valores fornecidos pela indústria de peptídeos de colágeno hidrolisado. 

 

Neste estudo, o colágeno foi obtido de uma empresa, portanto os autores não 

puderam obter informações sobre as enzimas e condições que foram utilizadas no 
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processo de hidrólise. No entanto, vários estudos têm mostrado que o tipo de enzima usada 

para quebrar a proteína do colágeno pode influenciar a eficácia da DH. O uso da enzima 

subtilisina em hidrolisados de gelatina de pele bovina apresentou menor DH em relação 

aos nossos dados (6,57%) (Nuñez et al., 2020). Além disso, o uso das enzimas pepsina, 

papaína e protease aumentou a DH no colágeno de peixes em 10, 20 e 28%, 

respectivamente (Hema et al., 2017). Em outro estudo com colágeno de cabeça de peru, 

DH variou de acordo com a mistura de enzimas: 5,07% (Alcalase / tripsina), 6,63% 

(Alcalase / Flavourzyme) e 10,42% com a mistura de três enzimas (alcalase, Flavorzyme 

e tripsina) (Khiari et al., 2014). Além disso, um estudo com colágeno bovino hidrolisado 

concluiu que as taxas de clivagem de ligações peptídicas foram maiores com o uso de 

alcalase e tripsina do que com saborzima (Feng e Betti, 2017). 

Outros fatores que podem interferir na degradação do colágeno são as diferentes 

fontes e espécies animais de onde vem o colágeno. Neste estudo, os peixes hidrolisados 

(FH) apresentaram menor DH e maiores peptídeos em comparação com as outras duas 

fontes. Outros estudos também observaram diferenças nas características intrínsecas da 

estrutura do colágeno entre as peles bovina e suína, o que pode refletir no peso molecular 

entre as amostras (Klein, Élen, 2016). Alguns autores observaram que as gelatinas de 

peixe tinham peptídeos de peso molecular inferior do que as gelatinas de porco e bovina 

(Chiou et al., 2006; Muyonga et al., 2004). 

 4.2. Avaliação do perfil de aminoácidos totais e livres 

Em relação à análise dos aminoácidos totais (Tabela 3), todas as amostras 

apresentaram elevados teores dos aminoácidos alanina (Ala), glicina (Gly), prolina (Pro), 

hidroxiprolina (Hyp), ácido aspártico (Asp) e ácido glutâmico (Glu ), confirmando estudo de 

outros autores (Ao e Li, 2012; Bawn, 1987). Esses aminoácidos são característicos 

daqueles que fazem parte da estrutura tridimensional do colágeno, que possui uma 

unidade tripla repetida (Gly-XY), na sequência de aminoácidos, sendo X prolina (Pro) e Y 

hidroxiprolina (Hyp) (Ferreira et al., 2012). Esses aminoácidos hidrofóbicos são 
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responsáveis pela formação e estabilidade da estrutura específica do colágeno, 

denominada hélice tripla, provavelmente devido aos aminoácidos envolvidos nas 

interações hidrofóbicas da proteína, ligações de hidrogênio e interação eletrostática que 

são responsáveis pela formação e estabilidade da a estrutura específica do colágeno, 

denominada hélice tripla (DAMODARAN et al., 2018). 

Considerando a bioatividade, os aminoácidos Pro e Gly, expressos 

predominantemente em nossa amostra, estão relacionados à estabilidade e regeneração 

da cartilagem, apresentando efeitos benéficos ao organismo (Walrand et al., 2008). Além 

disso, a glicina, um aminoácido alifático muito presente em nossa amostra, participa da 

síntese do tripeptídeo glutationa (Glu-Cys-Gly) que desempenha papel fundamental nas 

reações antioxidantes celulares. 

Tabela 3. Distribuição de aminoácidos totais (g/100 g de aminoácidos totais) das amostras 

comerciais de colágeno hidrolisado. 
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*Sendo as amostras BH= colágeno hidrolisado de bovino, FH= colágeno hidrolisado de pescado e Amostra 
PH= colágeno hidrolisado suíno. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si, de acordo com o teste 
de Tukey (p ≤ 0,05), referente a leitura na horizontal. ND significa < 10mg/100 g. 

 

Em relação aos aminoácidos livres, a amostra de FH apresentou a maior taxa de 

liberação (484,9 mg / 100g) em comparação com as outras duas amostras BH (275,1 mg / 

100g) e PH (186,6 mg / 100g), apresentando uma variação intrínseca da origem 

dependente proteína. A maior proporção de aminoácidos liberados na amostra de FH foram 

alifáticos: alanina, glicina e isoleucina (48,2; 69,9 e 76,6 mg / 100g, respectivamente); a 

treonina hidroxilada (62,2 mg / 100g) e os aminoácidos ácidos prolina e hidroxiprolina 

Aminoácidos 
Totais  

(g/100g) 

Peptídeos Colágeno 

BH FH  PH 

Alifáticos 

Alanina 8,75±0,04c 9,86±0,05a 8,68±0,05c 

Glicina 20,53±0,18bc 20,97±0,18abc  20,95±0,18abc 

Isoleucina 1,45±0,01b 1,34±0,01c 1,21±0,01d 

Leucina 3,03±0,01c 2,95±0,01d 3,04±0,01bc 

Valina 2,36±0,00d 2,53±0,00c 2,56±0,00b 

Aromáticos 

Fenilalanina 1,80±0,08c 1,90±0,04bc 2,00±0,01ab 

Tirosina 0,86±0,04bc 0,85±0,00c 0,96±0,06ab 

Hidroxilados 

Serina 3,17±0,01c 3,26±0,01b 3,31±0,01a 

Treonina 1,79±0,00d 2,47±0,00a 1,72±0,00e 

            Sulfurados 

Cistina 0,16±0,00c 0,32±0,00a 0,23±0,01b 

Metionina 0,57±0,01c 1,20±0,00a 0,84±0,02b 

Ácidos 

Prolina 9,07±0,08b 8,77±0,08c 9,25±0,08b 

Hidroxiprolina 10,99±0,09bc 9,54±0,06d 11,24±0,16ab 

Ácidos + amidas 

Ác. Aspártico 5,94±0,03c 5,81± 0,03d 6,06±0,01b 

Ác. Glutâmico 10,61±0,16bc  10,39±0,11c 10,83±0,02ab 

Básicos 

Arginina 8,21±0,01d 9,08±0,02a 8,43±0,02c 

Histidina 1,12±0,00c 1,12±0,00c 1,16±0,00a 

Lisina 3,81±0,00c 3,82±0,00c 4,01±0,00b 
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(101,89 e 20,9 mg / 100g, respectivamente). Em relação à amostra BH, o aminoácido 

predominante foi o aminoácido aromático fenilalanina (75,9 mg / 100g), enquanto a amostra 

PH apresentou níveis elevados de cistina e do aminoácido ácido glutâmico (26,5 mg / 

100g). 

Estudos anteriores sobre peptídeos de caseína demonstram que a presença de 

aminoácidos hidrofóbicos pode aumentar a atividade antioxidante, porém com baixa 

estabilidade gástrica após digestão simulada (Xie et al., 2015). Os aminoácidos ácidos com 

cadeias laterais ionizáveis, principalmente presentes em FH e PH amostras, possuem uma 

propriedade que proporciona um maior potencial antioxidante, conforme observado em 

nossas análises de DNA superenrolado para FH e na atividade antioxidante in vitro do PH. 

É importante lembrar que a variação dos aminoácidos livres em relação às fontes de 

colágeno também pode ser explicada por uma diferença em relação às enzimas utilizadas 

para a hidrólise, que podem reconhecer sítios diferentes na proteína. 

Tabela 4. Distribuição de aminoácidos livres (mg/100 g de aminoácidos totais) das 

amostras comerciais de colágeno hidrolisado. 

Aminoácidos 
(mg/100 g)  

Peptídeos Colágeno 

BH FH PH 

 Alifáticos 

Alanina NDb 48,25 ±0a NDb 

Glicina 21,52 ±0c 69,97 ±0a 20,14 ±0c 

Isoleucina 24,70 ±0d 76,64 ±0a 10,20 ±0d 

Leucina 16,10 ±0b 30,50 ±0b 29,00 ±0b 

Valina 25,68 ±0b NDc NDc 

  Aromáticos  

Fenilalanina 75,87 ±02b 20,84 ±0bc NDc 

Tirosina 21,4 ±0c NDd 22,29 ±0bc 

  Hidroxilados  

Serina NDa NDa NDa 

Treonina 27,67 ±0bc 61,20 ±0a 32,95 ±0b 

  Sulfurados  

Cistina 30,82 ±0ab 27,44 ±0bc 34 ±0a 

Metionina 16,13 ±0c 21,74 ±0,02b 17,14 ±0c 

  Ácidos  

Prolina 14,98 ±0e 101,85 ±0a 27,50 ±0c 

Hidroxiprolina NDa 20,98 ± 0 NDa 

  Ácidos + 
amidas 

 

Ác. Aspartico NDc 57,54 ±0a 22,19 ±0b 
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Ác. Glutâmico 11,05 ±0b 10,83 ±0b 26,49 ±0a 

  Básicos  

Histidina 23,77 ±0b 40,42 ±0a NDc 

Arginina NDa NDa NDa 

Lisina 14,43 ±0b NDd NDd 

*Sendo as amostras BH= colágeno hidrolisado de bovino, FH= colágeno hidrolisado de pescado e Amostra 
PH= colágeno hidrolisado suíno. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si, de acordo com o 
teste de Tukey (p ≤ 0,05), referente a leitura na horizontal. ND significa < 10mg/100 g. 

 

4.3.  Perfil de hidrofobicidade 

Os peptídeos de colágeno são consumidos como suplemento dietético porque são 

facilmente solúveis em água e absorvidos pelo corpo. Portanto, foi considerado o perfil de 

hidrofobicidade de amostras hidrolisadas de colágeno de origem bovina (BH), peixes (FH) 

e suína (PH). Em relação à análise de hidrofobicidade, como esperado, todos os 

hidrolisados apresentaram alta concentração de peptídeos nas partes com menor 

hidrofobicidade (baixa e intermediária), confirmando a solubilidade em água e / ou 

solventes polares (Figura 2). O mesmo perfil de cromatograma foi observado por Zhang et 

al. (2014) para o colágeno bovino, que demonstrou picos unidos sem muita resolução 

(Zhang et al., 2014). O estudo envolvendo a identificação de peptídeos e sua síntese revela 

que um grande número de aminoácidos e sequências resultam em agregações por atração 

de cargas, justificando a dificuldade de obtenção de picos bem definidos. Além disso, como 

resultado de sua união, bandas são formadas nos produtos de síntese e cromatogramas 

mais complexos (Hansen e Oddo, 2015). 
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Figura 2. Perfil de hidrofobicidade de peptídeos de colágeno hidrolisados comerciais 

obtidos a 214 e 280 nm. As separações foram realizadas em gradiente de 0 a 70% de TFA 

em 0,04% de acetonitrila por 40 minutos, a uma taxa de fluxo de 1 mL / min. BH = 

hidrolisado bovino; FH = hidrolisado de pescado e PH = hidrolisado suíno. 

 

4.4. Atividades antioxidantes 

Os resultados dos ensaios do ORAC e do radical ABTS são apresentados na 

Tabela 5. Os hidrolisados suínos (PH) apresentaram maior potencial antioxidante na 

redução do radical ABTS e da capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC). A 

resposta em relação ao método ORAC torna-se fisiologicamente relevante, visto que este 

método reflete melhor as ações antioxidantes in vivo (Pior, 2005). Além disso, observou-
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se que os colágenos tiveram resultados superiores no ensaio ABTS realizado com 

peptídeos bioativos de galinha (Bezerra et al., 2020). O potencial antioxidante pode ser 

influenciado por diversos fatores, como DH e composição de aminoácidos. Embora o PH 

tenha menor DH e peptídeos de maior tamanho molecular, apresentou maior teor do 

aminoácido tirosina (22,29 mg / 100g) quando comparado às demais amostras. A tirosina 

é um aminoácido aromático que apresenta alto potencial antioxidante devido à sua 

capacidade de doar hidrogênio (de Souza et al., 2019). Além disso, a presença de Tyr nos 

peptídeos antioxidantes das sementes de Perilla foi essencial para a absorção do radical 

de oxigênio (ORAC), eliminação do radical ABTS e inibição da peroxidação do ácido 

linoléico (Hernández-Ledesma et al., 2005). 

 

Tabela 5. Capacidade antioxidante por ORAC e ABTS de peptídeos de colágenos 

hidrolisados comerciais de diferentes fontes (bovino, pescado e suíno) na concentração de 

1000 ppm.  

Diferentes letras para o mesmo método indicam que entre as amostras apresentaram diferença 
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). N=3. Os resultados foram expressos em µmol Trolox eq./g 
amostra) ± DP. 

 

Para completar o estudo antioxidante, foi avaliada a capacidade dos peptídeos de 

colágeno hidrolisados de proteger o DNA superenrolado de espécies reativas de oxigênio 

geradas pela degradação térmica de AAPH. A oxidação do DNA plasmídico promove a 

clivagem de uma de suas cadeias superenroladas de fosfodiéster, gerando uma forma 

linear, aberta e relaxada, sµgerindo dano à estrutura (Singh et al., 2009). Para este estudo, 

foram utilizadas inicialmente concentrações de 25.000 e 50.000 ppm de diferentes fontes 

de colágeno (bovino, peixe e suíno). A Figura 3A demonstra que os testes com colágenos 

Ensaio 

(µmol Trolox eq./g 

amostra) 

Bovino (BH)  Pescado (FH) Suíno (PH) 

ORAC 33,06±1,41b 43,54±4,50b 67,08±4,23a 

ABTS 47,29±2,96b 51,57±1,33b 65,69±3,53a 
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suínos não protegeram o DNA superenrolado do agente oxidante (AAPH), uma vez que 

uma banda de arrasto é observada no gel. Este resultado indica a degradação da estrutura 

da superespiral do DNA. No entanto, peixes e colágeno bovino protegeram parcialmente o 

DNA superenrolado a 25.000 ppm, por serem semelhantes ao controle, sem arrastamento 

da banda. No entanto, essa proteção não foi mantida na concentração máxima de 50.000 

ppm. 

Em relação aos resultados positivos do colágeno de peixe, sua atividade 

antioxidante foi confirmada na concentração de 30.000 ppm (Figura 3B). A proteção da 

banda superenrolada de DNA foi mantida tanto na presença (39,51%) quanto na ausência 

de AAPH (96,36%) nos peptídeos de colágeno (Figura 3C). Vale ressaltar que mesmo na 

presença de AAPH, o hidrolisado de peixe protegeu a banda superenrolada da degradação 

total, apresentando uma diferença significativa na proteção da banda superenrolada do 

DNA plasmídico, que pode ser considerada um agente antioxidante do DNA plasmídico. 

Não há estudos de peptídeos de colágeno hidrolisados em relação à proteção do 

DNA superenrolado. Outros estudos também demonstraram efeito protetor contra DNA 

superenrolado, porém com outros tipos de peptídeos derivados de caseína bovina e farinha 

de castanha de caju (Shazly et al., 2019; Sisconeto Bisinotto et al., 2021). 

A B 

  



 
 
 

79 
 

           C         

 

Figure 3. A- Avaliação do efeito protetor de três colágenos hidrolisados de diferentes fontes 

e ácido gálico (controle positivo) ao DNA, os dados foram analisados usando o programa 

ImageJ, n = 1; B- Colágeno de peixe hidrolisado na concentração de 30.000 ppm 

comparado a um controle positivo (ácido gálico), n = 3. Os valores C foram expressos em 

triplicado como média, n = 3. As análises estatísticas foram realizadas por meio do teste t, 

no software Prism, com **** <0,0001 para uma diferença significativa. Os sinais + e - 

indicam a presença ou ausência de AAPH. 

 

5. Avaliação da Inibição da Atividade Hipoglicêmica  

Para avaliação da atividade hipoglicemiante foi testada a capacidade dos peptídeos 

de colágeno em inibir a enzima α-amilase (Fig. 4a). Os resultados foram comparados com 

o inibidor específico da enzima, a acarbose usada como controle positivo. Foram avaliadas 

as concentrações de peptídeo de 100 µg/mL e 1000 µg/ml, sendo que a menor 

concentração resultou em maior porcentagem de inibição. As três fontes de colágeno 

apresentaram porcentagem de inibição próximas a 15,5%, sendo ainda inferiores ao 

controle positivo, o qual inibiu a enzima em torno de 60% (p<0,05) na concentração de 

1000 µg/ mL. Portanto, os valores de inibição encontrados nas concentrações avaliadas 

neste estudo foram relativamente baixos quando comparados a extratos vegetais 

apresentados pela literatura (Kim et al., 2005; Ranilla et al., 2010; Ohara et al., 2021; 

WANG et al., 2018) 
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Para o ensaio de inibição da enzima α-glicosidase, o resultado da concentração da 

amostra em relação a porcentagem de inibição foi semelhante ao comportamento da 

amilase. As menores concentrações de hidrolisados (100 µg/mL) resultaram em maior 

porcentagem de inibição. A porcentagem de inibição foi equivalente entre as três fontes de 

colágeno hidrolisado. O colágeno de pescado apresentou inibição de 14,8%, não diferindo 

estatisticamente do colágeno bovino e suíno, com 10,4% e 10,9%, respectivamente. 

Porém, neste ensaio o controle positivo também mostrou menor atividade sobre a enzima, 

sendo de apenas 33% (p< 0,05) sua inibição (Figura 4b). Neste caso, podemos afirmar que 

em relação a atividade inibitória do controle positivo, a amostra de colágeno hidrolisado de 

pescado atingiu 50% deste valor. 
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Figura 4. a) Porcentagem de inibição do colágeno hidrolisado de diferentes fontes sobre a 

enzima α-amilase; b) Porcentagem de inibição do extrato de colágeno hidrolisado de 

diferentes fontes sobre a enzima α-glicosidase.  Os valores foram expressos em média de 

triplicata, n=3. A,b,c: Diferença significativa entre as concentrações da amostras,  pelo teste 

Tukey (p< 0,05). 

 

Nossos resultados mostram a ação hipoglicemiante dos peptídeos de colágeno pela 

primeira vez na literatura, porém existem outros estudos com peptídeos de origem vegetal 

(casca de pinheiro; sementes de jamelão; flores secas de Ranawara; teaflavinas e 

catequinas presentes em chás verdes e pretos; antocianinas de framboesas; elagitaninos 

presentes nos morangos; pó de açaí; extratos de folhas de oliveira; clorofila; feijão; 

lentilhas) que indicaram maior inibição das enzimas α-amilase e α-glicosidase (Kim et al., 

2005; McDougall et al., 2005; Shinde et al., 2008; Lee et al., 2010; Koch and Deo, 2016; 

Magro et al., 2019; Ohara et al., 2021)(ABESUNDARA et al., 2004). 

Estudos sugerem que a forma de inibição da α-amilase pancreática suína seja de 

forma competitiva, enquanto que para α-glicosidase de S. cerevisiae seria não competitiva, 

além de que para a acarbose também é um mecanismo de inibição competitiva com essas 

enzimas (Kim et al., 2005) MÜLLER et al.,1980; KIM et al.,1999). Ademais, a inibição pode 

variar de uma enzima para outra na mesma concentração de amostra. 

5. Conclusão  

Os colágenos hidrolisados apresentaram elevado conteúdo proteico com típico perfil 

aminoacídico independente da espécie animal. Os peptídeos apresentaram baixo peso 

molecular, contudo com baixa porcentagem de grau de hidrólise, provavelmente devido a 

complexidade estrutural da matéria prima. A atividade antioxidante foi encontrada em todos 

os hidrolisados de colágeno, porém com variação em relação a espécie de origem do 

colágeno, bem como em relação a técnica antioxidante testada. O PH mostrou-se mais 
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efetivo em relação a técnica DPPH e ORAC, enquanto o colágeno FH apresentou 

significativa proteção ao DNA. Além disso, pela primeira vez foi mostrado a atividade 

inibitória dos hidrolisados de colágeno em relação as enzimas gastrointestinais 

hipoglicemiantes. Portanto, os resultados confirmam que a fonte do colágeno nativo pode 

influenciar na funcionalidade dos peptídeos de colágenos hidrolisados, provavelmente 

devido a sua variação na composição aminoacídica e presença de aminoácidos 

antioxidantes. 
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