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Manual for collagen extraction

from locally sourced fish residues

MOLECOLE BIOATTIVE DAL MARE RIFIUTI DI LAVORAZIONE: USI CORRENTI E PRODOTTI

Molecole bioattive
Collagene

Uno dei biomateriali di maggiore interesse che puo essere estratto dagli scarti ittici & sicuramente il
collagene. Questa € una proteina fibrosa che trova applicazione principalmente il campo biomedico e
cosmetico. Finora la gran parte del collagene commerciale deriva dagli allevamenti bovini, suini e dagli scarti
del pollame. Tuttavia, a causa delle malattie che negli ultimi anni hanno colpito queste specie animali,
insieme anche ad altre ragioni ideologiche e religiose, si cerca un'alternativa valida per la produzione di
collagene.

Collagene idrolizzato

Il collagene idrolizzato, o idrolizzato di collagene, &€ una molecola proteica ottenuta mediante un processo
di idrolisi che trova la sua origine nel collageno puro, il quale viene lavorato sino ad essere ridotto in piccoli
frammenti, con un peso molecolare talmente ridotto da poter essere assimilabile dall'uomo.
L'idrolizzazione del collagene avviene a partire dal collagene di tipo | estratto dalle ossa e dalla pelle di
animali come i cavalli, i conigli, i bovini, anche se ultimamente si predilige il collagene ottenuto dalla
cartilagine di squalo oppure il collagene vegetale. La necessita di produrre collagene idrolizzato e divenuta
prioritaria quando gli studi hanno dimostrato l'importanza del collagene sia per le ossa che per la pelle
umana; esso, a sua volta, si divide in 4 categorie:

e Collagene di tipo | & il 90% del totale, alla base di tendini, ossa, pelle e cornea.

e Collagene di tipo Il o del tessuto cartilagineo

e Collagene di tipo lll, tipico delle pareti e dei vasi sanguigni, ma presente anche nel derma
e Collagene di tipo IV reperibile all'interno della membrana basale

Dal punto di vista nutrizionale il collagene idrolizzato, spesso di origine marina, puo essere annoverato tra
gli integratori proteici di alta qualita, soprattutto per la ricchezza in alcuni amminoacidi come la glicina, la
prolina, l'idrossiprolina, la lisina e I'idrossilisina, fondamentali nella sintesi del collagene stesso.

Macroscopicamente simile ad una gelatina, il collagene idrolizzato deve le sue proprieta farmacocinetiche
principalmente al processo di idrolisi condotto chimicamente attraverso |'uso di acidi o basi o enzimi.

Il frutto di questa digestione € una miscela di peptidi di differente peso molecolare, pertanto contraddistinti
da altrettanto diverse funzioni biologiche e caratteristiche farmacocinetiche.
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Pil precisamente, peptidi di piccole dimensioni, circa 2 Kda, si sono rivelati utili, soprattutto per uso topico,
nel prevenire il danneggiamento dei capelli, potendo permeare agevolmente la struttura capillifera e
proteggendola dagli agenti irritanti; peptidi di 5 — 15 Kda, invece, grazie alle ottime proprieta surfattanti, si
sono rivelati particolarmente preziosi per mantenere le proprieta qualitative della pelle, evitando la
dispersione di acqua dalla stessa e mantenendo cosi un ottimo stato di idratazione cutanea.

Bio-applicazioni del collagene idrolizzato

Le ricerche condotte negli ultimi anni, soprattutto quelle che si sono concentrate durante il millennio in
corso, hanno evidenziato come l'utilizzo del collagene idrolizzato possa essere la soluzione ai disturbi
dell'osteoartrite. L'idrolizzato di collagene, infatti, pud essere considerato un integratore proteico
incompleto, vista I'assenza di amminoacidi essenziali quali l'isoleucina, il triptofano, e la metionina; di
contro, contiene quelli necessari ad attivare la sintesi del collagene all'interno dell'organismo, in particolar
modo idrossiprolina e prolina. Questi due amminoacidi sono deputati alla creazione del collagene
all'interno dell'organismo, e ingerendoli attraverso il collagene idrolizzato riescono a raggiungere il sangue,
e da quile ossa, le cartilagini, i tendini, le articolazioni che ne hanno bisogno per tornare in forma. Introdotto
nell’organismo umano, il collagene idrolizzato riesce ad essere digerito, e soprattutto ad attraversare le
pareti intestinali: cio gli consente di essere biodisponibile ed assorbito dalle cartilagini e dalle strutture
muscolo-scheletriche che ne sono carenti. Oltre a fungere da riserva immediatamente disponibile, questo
integratore funziona da attivatore dei processi produttivi di collageno nuovo; € quindi in grado di agevolare
I'organismo a ripristinarne la produzione.

Quali benefici possono essere ottenuti utilizzando I'idrolizzato di collagene?

L'idrolizzato di collagene avvantaggia chi soffre di patologie come l'artrosi o I'osteoartrite, previene e
contrasta le rughe, ed ha effetti positivi sia in chi intende seguire una dieta ipocalorica, che una dieta
specifica per sportivi. Scopriamo quindi tutti i benefici che l'idrolizzato di collagene conduce, valutando caso
per caso.

L'idrolizzato di collagene e le ossa

Il collagene idrolizzato & divenuto uno dei punti di riferimento per chi vuole prevenire o contrastare i
disturbi articolari, come I'osteoartrite, perché favorisce la mobilita e la resistenza dei legamenti. La
patologia di cui sopra insorge a seguito della rottura della cartilagine e del tessuto osseo adiacente, quindi
e un disturbo che colpisce maggiormente gli anziani. Anziché affrontare il dolore e la perdita di mobilita
attraverso gli antidolorifici, si consiglia I'uso di collagene idrolizzato perché esso € in grado di rigenerare la
cartilagine danneggiata e favorire la sintetizzazione naturale di nuovo collagene.

L'idrolizzato di collagene e I'artrosi

A livello articolare, I'artrosi e forse uno dei disturbi piu frequenti e diffusi, che colpisce uomini e donne a
partire dai 50-60 anni d'eta. Le cause alla base dell'insorgere dell'artrosi riguardano il logoramento delle
cartilagini, che provocano dolori insopportabili. Le zone del corpo pil colpite dall'artrosi sono le ginocchia
e le mani, ovvero quelle parti del corpo che piu spesso vengono usate, e che quindi, piu velocemente
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mostrano i segni di cedimento. Integrare la propria alimentazione con l'idrolizzato di collagene, & utile non
solo arigenerare e ripristinare i corretti livelli di cartilagine fra le singole ossa, ma anche a spingere il proprio
corpo a ricominciare a produrre il collageno puro autonomamente.

Collagene idrolizzato e muscoli

A seguito dell’avanzare dell'eta il tono muscolare comincia a cedere e ci si sente piu affaticati e stanchi; il
fenomeno della stanchezza muscolare, tipico della terza eta, € definito sarcopenia, ed € dovuto ad una serie
di fattori, tra cui la cui il logorio delle cartilagini, I'assenza di esercizio fisico e una cattiva alimentazione.
Infatti, non fornendo al proprio corpo la giusta quantita di nutrienti, ed in particolar modo la giusta dose di
proteine, si cominciano a vedere i propri muscoli deperire e divenire sempre meno tonici ed in forma. In
guesto caso l'uso dell'idrolizzato di collagene e indispensabile per restituire al corpo la dose di amminoacidi
necessaria a mantenere i muscoli forti e robusti. La robustezza e la tonicita dei muscoli & indispensabile
anche per coloroi quali hanno subito traumi muscolari, ai quali il collagene idrolizzato potra portare benefici
in termini di ripresa piu rapida e resistenza.

Industria alimentare

La crescente richiesta da parte dei consumatori di ridurre i preservanti chimici ha stimolato la ricerca di
nuovi antimicrobici naturali. In questo contesto, chitina e chitosano trovano vaste applicazioni, per le loro
attivita antimicrobiche e di agglutinazione contro batteri, lieviti e funghi. Questi polimeri sono stati studiati
anche per ulteriori attivita, tra cui quelle antiossidanti e quelle nutrizionali. Infine, sono stati proposti anche
altri impieghi di questi polisaccaridi per esempio per I'immobilizzazione di enzimi e di microrganismi. | film
di rivestimento a base di chitosano mostrano resistenza a lungo tempo e elevata flessibilita, proprieta
meccaniche comparabili a quelle di materiali sintetici.

Non solo chitina e chitosano, ma anche gli oligomeri derivati da queste mole-cole mostrano attivita
batteriostatiche (flocculazione delle colonie batteriche e successiva morte per mancanza di nutrienti e
ossigeno) e possono quindi essere impiegati per la conservazione degli alimenti. Inoltre, i derivati chito-
oligomeri hanno maggiore solubilita in acqua rispetto a chitina e chitosano, e per questo trovano maggiori
applicazioni.

Nell'ultimo decennio, c'é stato un aumento significativo in la produzione commerciale di prodotti marini
trasformati [1] con un concomitante aumento della produzione di rifiuti. Nel 2010 la produzione ittica
globale, sia pescata sia allevata, ha superato i 145,1 milioni di tonnellate [2]. Nel 2010, il volume di
produzione dei rifiuti globali era circa 24 milioni di tonnellate (16.54%) del raccolto totale.

Gli organismi marini sono arricchiti con molecole bioattive che sono stati utilizzati per realizzare prodotti
utili per la salute umana. | prodotti preparati dai rifiuti sono descritto nella (Tabella 1) e include acidi grassi,
proteine (incluso il collagene), carotenoidi e carboidrati.
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Tabella 1 - Molecole bioattive da gli scarti ittici: uso corrente e prodotti

Rifiuti Molecole bioattive  Prodotti specifici ed applicazioni Referenze
Rifiuti dalla Collagene Utilizzato nelle preparazioni farmaceutiche
lavorazione dei pesci e cosmetiche.
Inoltre, utilizzato nei budelli alimentari (3]
nell'industria della carne (ad esempio
salsicce)
Rifiuti dalla Chitin, chitosan e Utilizzati come cibo e ingradiente per cibi
lavorazione dei loro derivatives funzionali. [4]
crostacei
Rifiuti dalla Astaxantina Integratore e colornate alimentare
lavorazione dei [5,6]
crostacei
In quasi tutti gli Omega-3: EPA, Inseriti nei prodotti nutraceutici, indicate
organismi ittici e dalla DHA per le malattie cardiovascolari e
loro lavorazione favoriscono la guargione da artrite e [7]

ipertensione. Utilizzato anche come
ingrediente nelle formule per l'infanzia

Cartilagine da squalie  Chondroitin Integratore alimentare, indicato per
rifiuti dalla lavorazione sulfate, migliorare le articolazioni e alleviare | 8]
dei crostacei sintomi legati alle artriti

glucosamine

Questi prodotti dimostrano come i problemi associati con |'estrazione e il riutilizzo del trattamento dei
rifiuti possono essere superati consentendo |'estrazione di preziose molecole provenienti da rifiuti da
lavorazione di organismi ittici.

La lavorazione di crostacei marini per usi alimentari e il successivo uso dei loro rifiuti come fonte di acidi
grassi, astaxantina e chitina dimostrano il loro valore aggiunto. La raccolta globale di gamberi boreali
(Pandalus borealis) nel 2010 é stato tra 315,511 e 446,909 tonnellate e il 50-60% del peso del raccolto &
stato costituito da gusci, teste e code [5]. | gamberi boreali sono generalmente liberati dal guscio, cotti e
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congelati prima della vendita generando rifiuti utilizzati produrre olio di gambero ricco di acidi grassi omega-
3. L'olio ha anche un colore rosso vivo attribuito alla presenza dell'astaxantina, un carotenoide approvato
dalla FDA come integratore alimentare. Anche i gamberi marini di profoindita (Acanthephyra purpurea)
possono essere un naturale fonte di astaxantina [6].

La chitina, un polisaccaride composto da N-acetil-glucosamina, & recuperato dai rifiuti di lavorazione dei
crostacei marini. Il guscio dei crostacei & la fonte commerciale pil importante di chitina a causa dell'alto
contenuto di chitina e dell'abbondanza di questi rifiuti [9]. Recentemente, il chitosano, una forma
deacetilata della chitina (composta da glucosamina), ha attratto I'attenzione a causa della sua solubilita in
condizioni acide, dell’attivita antimicrobica, biodegradabilita, biocompatibilita e formazione del film [10].
Chitina e chitosano sono ampiamente applicati in diversi attivita industriali come il trattamento delle acque
[11], l'agricoltura [12], cibo e industrie cosmetiche [13] e farmaceutiche [14]. L'uso della chitina
nell'industria alimentare e legata principalmente alle sue proprieta funzionali di legare acqua e grasso [15]
avendo proprieta emulsionanti [16].

| gusci di crostacei sono anche una fonte di glucosamina che insieme al condroitin solfato compongono i
nutraceutici mirati a migliorare la salute delle articolazioni e alleviare i sintomi associato con ['artrite. Il
condriotin solfato & un glicosaminoglicano che svolge un ruolo chiave in diversi processi biologici come
I'inflammazione, [l'elasticita della cartilagine articolare, la regolazione dello sviluppo cellulare, la
proliferazione cellulare e la differenziazione [17]. Il condroitin solfato e la glucosamina da fonti marine sono
stati introdotti come nutraceutici per il trattamento dell'osteoartrite [18] e ha proprieta antinfiammatorie
e condroprotettiva [19,20]. Inoltre, la glucosamina e il condroitin solfato sono usati nelle industrie
alimentari e cosmetiche e in altre aree cliniche [21,22].

Un gruppo di organismi marini come spugne, cetrioli di mare (oloturie), calamari, molluschi e
principalmente materiale cartilagineo di pesci (squalo, salmone, raggi, ecc.) e i loro scarti di lavorazione
sono ben documentati come potenziali fonti di glicosaminoglicano [23,24]

Le industrie stanno iniziando ad adottare nuove tecnologie per recuperare tutte le sostanze bioattive,
tuttavia, la maggior parte dei rifiuti di lavorazione degli organismi ittici sono scartate [25]. Ricerche recenti
dimostrano che esiste un sostanziale divario di conoscenze e tecnologie legate alla lavorazione e
trattamento dei rifiuti marini con metodi di conservazione che garantiscono qualita del cibo e di tutti i
processi che estraggono molecole a valore aggiunto [1]. Questa mancanza di conoscenza e di know-how
impediscono la conversione della biomassa massa e I'utilizzo dei rifiuti, ed in particolare gli scarti dei
crostacei, uno dei piu abbondanti rifiuti di lavorazione marina.

Da oggi vengono recuperati acidi grassi, carotenoidi e chitina rifiuti di lavorazione dei crostacei marini a
diverse applicazioni agrochimiche [26,27]. Tuttavia, il volume dei rifiuti di lavorazione dei gamberi e le
pratiche di smaltimento inadeguate sta causando grandi preoccupazioni ambientali che impediscono grandi
dimensioni utilizzo [1]. Nel 2007, la produzione di gamberi (da allevamento e da pesca) é stata la seconda
per quantita sul mercato globale, rappresentando il 16.5% del commercio della pesca. | rifiuti derivanti dalla
lavorazione di gamberetti & quindi da considerare uno dei principali sottoprodotti del mercato globale della
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pesca [28]. La loro utilizzazione ne trarrebbe vantaggio da ulteriori attivita di sviluppo e adozione pil diffusa
di tecnologie innovative.

Altro vantaggio sull’utilizzazione dei rifiuti di lavorazione dei gamberi sono le proteine che possiedono una
significativa proprieta antimicrobica [28], potenti attivita antiossidanti nei concentrati di proteine e
carotenoidi38. Inoltre, sono stati sviluppati cracker a basso costo arricchiti con proteine di gamberi che
potrebbero servire come fonte di proteine per le popolazioni che soffrono di malnutrizione. Altre ricerche
sono state eseguite su i glicosaminoglicani solfati derivati da invertebrati e crostacei che possiedono attivita
antitrombotica, anticoagulante simile ai loro analoghi di mammiferi [29,30].

In tutto il mondo ogni anno vengono prodotte grandi quantita di rifiuti di lavorazione del pesce. Viscere,
testa, ossa e lische, acqua salmastra e gli scarichi delle lavorazioni rappresentano oltre il 70% del peso totale
di alcuni animali acquatici [31]. Le visceri di pesce, la componente piu abbondante dei rifiuti, presentano
proteasi digestive con ampi intervalli di pH e temperatura, [32,33]. Il recupero di queste proteasi potrebbe
costituire una soluzione alla gestione dei questi rifiuti e potrebbe anche aiutare nella produzione di proteasi
a basso costo per applicazioni industriali [31]. La domanda di proteasi dei pesci nelle industrie alimentari &
in aumento. Attualmente la tripsina € I'enzima pil importante generato dai visceri del pesce in quanto
esibisce un'elevata attivita proteolitica su un ampio range di pH e temperatura anche a basse concentrazioni
[28]. Molti di questi enzimi sono ritenuti adatti per varie attivita leagte alla preparazione del cibo [28]. Per
I'utilizzazione degli scarti ittici si devono pero fare alcune considerazioni come la stagionalita, la
disponibilita, variazioni della qualita dei rifiuti e bioattivita di enzimi, deperibilita della materia prima e costi
elevati che possono essere associato all'estrazione e alla purificazione degli enzimi [34]. Per questi motivi,
€ necessario determinare gli enzimi piu adatti e identificare le condizioni ottimali per la loro estrazione e
utilizzazione commerciale. In effetti, se questi requisiti vengono soddisfatti, gli sviluppi commerciali
potrebbero determinare una produzione di enzimi su larga scala in modo economicamente conveniente
[35]. I rifiuti di lavorazione marina sono anche ricchi di altre proteine e peptidi bioattivi. Sebbene siano stati
ottenuti numerosi peptidi bioattivi da specie acquatiche, solo poche fonti di molluschi e crostacei sono state
studiate correttamente. La composizione dell'idrolizzato di testa da L. vannamei liofilizzato contiene il 44%
di proteine comprendenti il 41% di amminoacidi essenziali. | residui di testa dei gamberi sono anche ricchi
di proteine (50-65% di peso secco) e forniscono amminoacidi essenziali quando sono utilizzati come fonte
proteica nei mangimi per animali acquatici, pollame e bestiame [36]. Per questi motivi, i flussi di rifiuti
alimentari stanno guadagnando popolarita tra le industrie cosmetiche, farmaceutiche, alimentari e
nutraceutiche di tutto il mondo.

Acquisizione e caratterizzazione delle varie tipologie di scarto dei prodotti
ittici

Gli scarti derivanti dall’utilizzazione dei prodotti ittici sono stati raccolti direttamente presso alcune aziende
di trasformazione della Sicilia.
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Questi, dopo il conferimento sono stati drenati per permettere una maggiore durata dei campioni
riducendo la diffusione e la rapida crescita dei batteri. Poi sono stati posti in una contenitore coibentato
contenete panetti di ghiaccio per mantenere la temperatura non superiore ai 4°C. La bassa temperatura e
necessaria per impedire il rapido deterioramento del pesce dovuto all'azione dei batteri delle superfici e
del tubo digerente e alla rottura autolitica causata dall'azione enzimatica nei tessuti e nel tratto.
deterioramento batterico e autolitico ha come conseguenza la rottura delle frazioni lipidiche e proteiche.

Una volta portati presso il Laboratorio della Sezione di Biologia animale ed Antropologia biologica del
Dipartimento STEBICEF in via Archirafi, 18 Palermo, ciascun campione & stato inserito in un sacchetto di
plastica per alimenti e conservato a -20°C fino all’utilizzo.

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICO-BIOLOGICA DELLE MOLECOLE BIOATTIVE E
CONTROLLO DI QUALITA

Il Dipartimento STEBICEF ha messo a punto i protocolli per la preparazione degli estratti crudi. Questi sono
stati analizzati caratterizzati chimicamente per determinare il contenuto molecolare. Il Dipartimento
STEBICEF ha effettuato lo studio delle attivita degli estratti (antimicrobiche, antiossidanti,
antiinflammatorie ecc.) e ha proceduto alla preparazione dei protocolli per la purificazione delle molecole
ritenute pil opportune. L'Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia — IZS ha esaminato gli estratti
per la presenza di contaminanti.

Il collagene

Il collagene e una proteina abbondante nei vertebrati e costituisce il 30% delle proteine animali totali [61].
Il collagene e stato tradizionalmente isolato dai mammiferi, come i bovini e i suini, e ampiamente utilizzato
nelle industrie alimentari, cosmetiche, biomediche e farmaceutiche [61]. Tuttavia, lo sviluppo
dell'encefalopatia spongiforme bovina (BSE) e della crisi dell'afta epizootica (FMD) ha provocato ansia tra
gli utilizzatori di collagene e prodotti derivati dal collagene provenienti da animali terrestri negli ultimi anni
[62]. Inoltre, il collagene ottenuto dal maiale non puo essere utilizzato come componente di alcuni alimenti
per motivi religiosi, inoltre non é facile distinguere tra le due fonti. Pertanto, vi &€ una forte necessita di
sviluppare una fonte alternativa di collagene da non mammiferi [63]. Gli organismi marini sono una ricca
fonte di metaboliti strutturalmente nuovi e biologicamente attivi. Finora, molti composti chimicamente
unici di origine marina con diversa attivita biologica sono stati isolati e alcuni di essi sono studiati e/o
sviluppati come nuovi prodotti farmaceutici [64].

Sebbene fino ad oggi siano stati identificati fino a 27 diversi tipi di collagene, il collagene di tipo | & il
collagene piu diffuso nel tessuto connettivo.
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Le molecole di collagene interstiziale sono composte da tre catene intrecciate nella cosiddetta tripla elica
di collagene. Questa particolare struttura, principalmente stabilizzata dal legame idrogeno intra- e inter-
catena, e il prodotto di una ripetizione quasi continua della sequenza Gly-X-Y, dove X & per lo pil prolina e
Y e per lo pil idrossiprolina [65]. Solo le regioni N- e C-terminali molto corte, chiamate telopeptidi (15 e 26
amminoacidi), non formano strutture a tripla elica poiché sono in gran parte costituite da residui di lisina e
idrossilina (Hyl), cosi come i loro derivati aldeidici, in collegamenti incrociati covalenti intra- e inter-
molecolari [66] (Figura 1). Da quattro a otto molecole di collagene sono stabilizzate e rinforzate nella
sezione trasversale da legami covalenti per costituire I'unita di base delle fibrille di collagene. Pertanto, la
tipica natura forte e rigida di pelli, tendini e ossa & dovuta alla struttura di base formata da molte di queste
fibrille di collagene reticolate.

a-chain

/ \
— 87A— ‘
CH OH NH-
[ <> | — <><> — | <>r—1 +bH 1
Gly-Pro-Y Gly-Pro Hyp Gly-X  Hyp-Gly-X-Hly-Gly

Figura 1 - Struttura del collagene

Il collagene nativo insolubile deve essere pre-trattato prima di poter essere convertito in una forma adatta
all'estrazione, che normalmente viene fatta riscaldando in acqua a temperature superiori a 45 ° C. Un pre-
trattamento chimico spezzera i legami non covalenti in modo da disorganizzare la struttura proteica,
producendo quindi un adeguato gonfiore e solubilizzazione del collagene [67]. Il successivo trattamento
termico scinde l'idrogeno e i legami covalenti per destabilizzare la tripla elica, con conseguente transizione
da elica a bobina e conversione in gelatina solubile [68,69].

Gliidrolizzati proteici di pesce provenienti da varie fonti sono stati ampiamente studiati e descritti da diversi
ricercatori [70-76]. Il collagene & spesso usato come ingredienti e additivi di alimenti funzionali e
nutraceutici. Ma il collagene e difficile da assorbire attraverso I'assunzione orale a causa del suo elevato
peso molecolare. Un modo per risolvere questo problema e idrolizzare il collagene con proteasi
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appropriate. Il processo di idrolisi enzimatica puo produrre piccoli frammenti di peptidi di collagene. Inoltre,
una parte della sua bioattivita & aumentata [77] e la sua antigenicita & diminuita dopo l'idrolisi [78].
Collageni contenenti lisca di pesce giallo e scarti di pelle di suino sono stati usati come materie prime per la
produzione di idrolizzati e peptidi proteici [71].

Le proprieta bioattive dei peptidi derivati dal collagene, e anche la loro resistenza alla digestione
proteolitica nello stomaco, li rendono potenziali ingredienti degli alimenti nutraceutici [79]. | peptidi
bioattivi contengono solitamente 2-20 residui di amminoacidi per molecola [80]; piu si abbassa il peso
molecolare, maggiori sono le possibilita che possa attraversare la barriera intestinale ed esercitare un
effetto biologico (Roberts et al., 1999).

L'interesse per i nutraceutici sta crescendo rapidamente in tutto il mondo in quanto sono un'alternativa
sicura ai farmaci, il cui uso a volte & limitato da reazioni di tossicita o intolleranza. Gli idrolizzati di collagene
e collagene potrebbero essere nutraceutici interessanti per le loro interessanti proprieta bioattive.

L'ativita di ricerca si & focalizzata sull'ottimizzazione dei parametri di processo per I'estrazione di collagene
da diverse matrici

Tutte le procedure preparative sono state eseguite a 4 ° C. La pelle, le ossa e le ossa sono state estratte con
0,1 N di NaOH per rimuovere le proteine non collagene, quindi lavate con acqua distillata e liofilizzate.

Le proteine totali da ciascun estratto sono state valutate tramite il metodo standard descritto da Laemmly
1970.

Estrazione del collagene dalla pelle

La pelle é stata estratta con 10% di alcool butilico per 1 giorno, lavata con acqua distillata e liofilizzata. La
materia insolubile & stata estratta con acido acetico 0,5 M per 3 giorni e I'estratto e stato centrifugato a
20.000 g per 1 ora. Il residuo e stato riestratto con la stessa soluzione per 2 giorni e |'estratto & stato
centrifugato nelle stesse condizioni. Ogni soluzione viscosa & stata miscelata e salata aggiungendo NaCl ad
una concentrazione iniziale di 0.9 M, seguita dalla precipitazione del collagene per aggiunta di NaCl
(concentrazione a di 2.6 M) a pH neutro (in Tris £ HCl 0.05 M, pH 7.5). Il precipitato risultante é stato
ottenuto per centrifugazione a 20.000 g per 1 ora e sciolto in acido acetico 0.5 M, dializzato contro acido
acetico 0.1 M, acqua distillata e quindi liofilizzato.

Collagene osseo
L'osso insolubile ¢ stato decalcificato con 0.5 M di acido etilendiamminotetracetico (EDTA) (pH
7.4) per 5 giorni cambiando la soluzione di EDTA una volta al giorno. Dopo aver lavato il residuo
con acqua distillata, il grasso ¢ stato rimosso con alcool butilico al 10%. Il residuo ¢ stato quindi
lavato con acqua distillata e liofilizzato. Le seguenti procedure sono state eseguite essenzialmente

come descritto per la pelle (

Figura 3).

Estrazione del collagene dalle pinne
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La materia insolubile & stata estratta con acido acetico 0.5 M per 3 giorni e I'estratto & stato centrifugato a
20.000 g per 1 ora. La soluzione é stata divisa in due frazioni, acido solubile e acido insolubile. Il collagene
nella frazione solubile in acido & stato precipitato con I'aggiunta di NaCl a una concentrazione di 0.8 M,
seguita da un'ulteriore precipitazione del collagene mediante aggiunta di NaCl (concentrazione a di 2.5 M)
a pH neutro (in 0.05 M Tris = HCI, pH 7.5). Il precipitato risultante & stato ottenuto per centrifugazione a
20.000 g per 1 ora e sciolto in acido acetico 0.5 M, dializzato contro acido acetico 0.1 M e quindi
liofilizzato (collagene solubile in acido, ASC). D'altra parte, la frazione insolubile in acido e stata lavata con
acqua distillata e decalcificata con 0.5 M EDTA (pH 7.4) per 5 giorni cambiando la soluzione di EDTA una
volta al giorno. Dopo che la materia risultante e stata lavata con acqua distillata, il grasso e stato rimosso
con alcool butilico al 10% per 1 giorno, lavato con acqua distillata e liofilizzato. Le seguenti procedure
sono state eseguite essenzialmente come descritto per la pelle. Il precipitato risultante

e stato ottenuto per centrifugazione a 20.000 g per 1 ora e sciolto in acido acetico 0.5 M, dializzato contro
acido acetico 0.1 M e liofilizzato (collagene insolubile in acido AIC).

Estrazione del collagene dalle squame di pesce
Processo di demineralizzazione

Le squame di pesce sono state raccolte da tonno. Inizialmente, le scaglie di pesce sono state lavate due
volte in 10% in peso di soluzioni di NaCl per rimuovere le proteine sulla superficie per 48 ore. La
demineralizzazione & stata ottenuta con 0.5 mol/l di EDTA, seguita dall'estrazione di collagene con Tris-
HCl tamponato a pH 7.5 per 24 - 48 h 4°C. Dopo aver centrifugato la sospensione a 10.000 x g, il residuo &
stato lavato tre volte con acqua distillata.

Isolamento di collageni solubilizzati con acido e pepsina

L'estrazione del collagene dalle squame del tonno é stata condotta a una temperatura relativamente
bassa di 4°C per ridurre la frammentazione della catena [81]. Il collagene solubile in acido & stato estratto
dalle scaglie completamente demineralizzate con soluzioni HCl da 0.01 mol/I per 48 ore. Dopo
separazione del collagene insolubile (IC) con una centrifuga a 10.000 x g, le fibre di collagene solubilizzate
con acido sono state ottenute dalla soluzione aggiustata a pH 7,0 per 24 ore. Le fibre sono state purificate
tre volte mediante lavaggio con acqua distillata. Il residuo e stato lavato di nuovo con acqua distillata per
estrarre PSC.

Analisi degli aminoacidi

La composizione amminoacidica del collagene e stata eseguita con un analizzatore di amminoacidi
(HITACHI L8800). Cinque milligrammi dei campioni liofilizzati di collagene di tipo | dal derma di maiale
(Nitta Gelatin Co.) e il collagene estratto dalle squame di pesce sono stati sciolti in soluzioni di HCl 6 mol/I
e idrolizzati a 100°C per 22 ore. | solventi sono stati rimossi per evaporazione. Dieci millilitri di 0.02 mol/I
delle soluzioni di HCl sono stati quindi aggiunti ai residui seguiti dal filtraggio con filtri a membrana da
0.45 um (Tabella 1).
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Tabella 2 - Composizione amminoacidica del collagene di squame di tonno

Amminoacido Amminoacidi/1000
Hydroxyproline 73
Asparticacid 43
Threonine 24
Serine 41
Glutamicacid 71
Proline 107
Glycine 346
Alanine 133
Half-cystine 0
Valine 19
Methionine 15
Isoleucine 7
Leucine 18
Tyrosine 3
Phenylalanine 13
Hydroxylysine 7
Lysine 26
Histidine 7
Arginine 49

Elettroforesi su gel SDS-poliacrilammide (SDS-PAGE).
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SDS-PAGE é stata eseguita con il metodo di Weber e Osborn (1969). Il campione di collagene é stato
sciolto in fosfato di sodio 0,02 M (pH 7.2) contenente SDS all'1% e urea 3.5 M. L'elettroforesi e stata
eseguita su gel al 3,5% in fosfato di fosfato 0.1 M (pH 7.2) contenente 0.1% di SDS (

Std kDa
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70 -
Figura 2).
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Figura 2 - SDS-PAGE del collagene estratto dalle squame di tonno. Std = marker dei pesi

molecolari
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Figura 3 - SDS-PAGE del collagene estratto dalla pelle di salmone. Std = marker dei pesi

molecolari

Determinazione delle attivita biologiche delle molecole presenti negli scarti

Controllo qualita

Presso i laboratori di chimica del dipartimento STEBICEF sono state svolte le indagini qualitative per
accertare la presenza, negli estratti preparati da scarti ittici, di contaminanti come metalli pesanti, IPA,
PCB, fatlati, diossine e antibiotici.

| primi campioni sottoposti ad analisi sono state le frazioni grasse (olio di pesce) estratte dal muscolo e
dalla intera testa di salmone.

| risultati sono mostrati nelle seguenti immagini
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Quantitation Report
LabName:  ResiduiES
Instrument,  TSQ Vantage 277 Method: 20181017 _RT_muscolo_Antiioii Muliresiduo
User: COMPUTER Antiofi_Mutresiduo
Batch: 20181017_RT_muscolo CaliFile; 20181017 _RT_musoolo.cak
Vial Pos Sample 1D File Name Level Sample Name File Date Comment
0:15 Qlio Muscolo NA 1011812018 12:33:10 PM
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Injected Caleulated
Intemal Standards RT Quan Peak Response Conc Units Conc Units ~ Flags
Norfoxacin-D 33 261.3%6mz 110 25000 25000 |
Demeclocicina 351 430.100mz 184 25000 26000 |
Sufadmelossina-8 45 166.000 mz 69049 26000 25000
Periing 607 5% 18000m 50 50 !
Roxytomicna 566 167.942 mz 3930 25000 25000 |
Average RF/ Injected Caleulated
Surrogates RT Quan Peak Response Curve Type  Response Retio Conc Units Conc Units ~ Flags
Average RF/ Injected Calculated
Target Compounds RT Quan Peak Response Curve Type  Response Ratio Conc Units Conc Units ~ Flags
Fle Legend; L0D<J<LOQ =lon Rt Filre; C=Camyoter, %=Unper Limit Of Lingarty D=Linit Of Detection; QcLimitOf Quanttatn; POS=Limit Of Reporting; b=Blank; s=Solvent i, est=Estimaled;
Bordered cell= Manually integrated.
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Quantitation Report
LabName:  ResiduiES
Instrument, ~ TSQ Vantage 277 Method:  20181017_RT_muscolo_Antbiotci_Muliresiduo
User: COMPUTER Antiviofi_Muliresiduo
Batch: 20181017 RT_muscolo CaliFile:  20181017_RT_muscolo.calx
Vi Pos Sample D Filp Name Level Sample Name Fl e Comment
C:15 M NA 10/18/2018 12:33:10 PM
Sufaguanidina on 166,000 mz 00 Linear 000 654 654
Sulfaiazolo NF 108128 mz NF - Linear 0000 NF NF
Sufadiazing NF 108,137 mz NF Linear 0000 NF NF
Sufapiidina NF 186,105 mz N Linear 0000 NF NF
Sufamerazina 1 166,078 mz 2 Linear 0.000 0716 0716
Minocicina NF 41.100m NF - Linear 0000 NF NF
Epietracicina NF 40100mz NF - Linear 0000 NF NF
Sufameter NF 108.100mz NF - Linear 0000 NF NF
Sulfametazina 23 108,088 mz 20 Linear 0000 -1.374 1374
Pipemidic Acid NF 217.000mz NF - Linear 0000 NF NF
Sufabenzamide NF 108.000 mz NF - Linear 0000 NF NF
Sufamethizole NF 166,020 mz NF - Linear 0000 NF NF
Marboforacin NF 320400 mz NF - Linear 0000 NF NF
Sufametorypyridazina 25 166.000 mz 1663 Linear 0.000 28 283
EpyOrytetracicina NF 201.204mz NF Linear 0000 NF NF
Telracicina NF 40100mz NF - Linear 0000 NF NF
Sulfacloropiidazina NF 156,076 mz NF - Linear 0000 NF NF
Enoxaci NF 303400 mz NF - Linear 0,000 NF NF
Ofloxacin NF 316.200me NF - Linear 0.000 NF NF
Oxylelracicina NF 201.200mz NF Linear 0000 NF NF
Sufamethotazole NF 165,980 mz NF Liner 0000 NF NF
Norfokacin NF 233288 mz NF Linear 0000 NF NF
Sulfamonometoxina 33 166.000 mz 07 Linear 0000 4106 4106
Ciproforacin NF 28287 mz NF - Linear 0000 NF NF
Sufadosin NF 166.118 mz NF - Lineer 0000 NF NF
Enrofloxacin 35 316.209 mz 186 Linear 0000 0166 0.166
Denafloxacin NF 283.250me NF- Linear 0000 NF NF
Lomefloxacin NF 265100 me N Linear 0000 NF NF
Sulfsorazole NF 166,030 mz NF - Linear 0000 NF NF
Orbiforacin NF 32470 me NF- Linear 0.000 NF NF
Epicloteracicina NF 9100 mz NF- Linear 0000 NF NF
Difoxaci NF 299204 mz NF Linear 0000 NF NF
Serafloxacn NF 299,264 mz NF Linear 0000 NF NF
Sufafenazolo NF 158.239 mz NF - Linear 0000 NF NF
Clorteracicina NF 215,000 mz NF - Linear 0000 NF NF
Cioxecina NF 245300 mz NF- Linear 0000 NF NF
Sulfadimelossina NF 166,118 mz NF Linear 0000 NF NF

Flag Legend: LOD<J<LOQ=Ion Rafo Faie; C=Canyover, P=Upper imit O Linearty D=Limit Of Delection: Q=Limt Of Quanttaon; POS=Limt Of Reporting; b=Blank; s=Solvent g, est=Esimated;

Bordered cell = Manually integrated.
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Quantitation Report
LabName:  ResiduiES
Instrument; ~ TSQ Vanlage 277 Method: ~ 20181017_RT_muscolo_Antbiofii_Multresiduo
User: COMPUTER Anttiofi_Muliresiduo
Batch: 20181017 RT_muscolo CaliFile:  20181017_RT_muscolo.calk
Via Pos Sample 0 File Name Level Sample Name File Date Comment
C:16 Ol Muscolo NA 10(1% 812:3310PM
Oxolic Acid 48 24280 mz 14155 Linear 0,000 5856 5856 |
Sufzchinossalina NF 196.100 mz NF - Linear 0000 NF NF
Doxiclicing 520 428364 mz 265 Lingar 0000 4918 2918 |
Naldvic Acid 547 167.166 mz 1653 Linear 0.000 1.968 1968 |
Oleandomycin 52 544000 mz 460 Linear 0000 483 483 |
Piperacilina NF 37.700mz NF- Linear 0000 NF NF
Flumequina NF 24230 mz NF Linear 0.000 NF NF
Peniciina G 539 217.000 mz 991 Linear 0.000 31287 31267 |
Tlosina NF 174400 mz NF- Linear 0000 NF NF
Nadforacina 553 343.300mz 1069 Linear 0,000 54 S42 |
Peniciina V 55 114000 mz 5306 Linear 0000 50733 5073 |
Josamicina NF 174128 mz NF Linear 0000 NF NF
Oxacilina 573 144,000 mz U9 Linear 0,000 3338 34338 |
Clarythromycin NF 188.220mz NF - Linear 0000 NF NF
Dicloricilina NF 160,000 mz NF  Linear 0.000 NF NF
Noflira 591 115000 nz Liear 00 81087 15100

Bordered cell = Manualy inegrated.

Flag Legend: LOD<J<LOQ=lon Rafio Faiure; C=Canyover, =Upper Linit Of Lineay,D=Limit OF Detecton; Q=LimitOf Quanifation; POS=LinitOf Reportng;b=Blank; s=Solvent g, est=Etimated;

Figura 4 — Analisi qualitativa dell’olio di salmone da muscolo



inerrey
Italia-Malta

UNIONE EUROPEA
EUROPEAN UNION

Fondo Europeo di Sviluppo Regionale
European Regional Development Fund

. A ST
RS TR
g e®°Fk S
*:@® 2
DIPARTIMENTO DI SCIENZE E TECNOLOGIE %} v

BIOLOGICHE CHIMICHE E F

2
ACEUTICHE (STEBICEF) Zors 513

5
&
$

“, UNIVERSITA
¢ DEGLI STUDI
DI PALERMO

Page 1 of 3
Quantitation Report
Lab Name:  Residui EG
Instrument,  TSQ Vantage 277 Method: 20181017 _RT_muscolo_Aniioici Mufresiduo
User: COMPUTER Antbiofii_Muliresiduo
Bateh: 20181017 RT_muscolo Cali File: ~ 20181017_RT_muscolo.alx
Vial Pos Sample 1D File Name Level Sample Name File Date Comment
C:16 Qlo Saimone NA 10/18/2018 124303 PM
cﬁmrnam‘dmmmummﬂmmmmmmm7_m_mmwnm_s:mm
(1)
10
2
K
5 0
f
s i
A
£ 5
i
v o
¥ R0
it Sutandonpytizzna
] f2il AL
- smem n g 17 St 27 oo 361 38 411
”“ll‘.')””!.‘ﬂH‘li”‘l‘ﬂ”“l‘i hSyﬂ Il!i ”th' Il.i 8 1] a0
)
Injected Calculated
Interal Standards RT Quan Peak Response Conc Units Conc Units ~ Flags
Norfoxacin D5 NF 281336 mz NF NF NF
Demeclocicina 34 430100z 158 25000 25000 |
Sulfagimelossine-06 461 166,000 mz e 25000 26000 |
Penicilina G-07 NF 160000 mz NF NF NF
Roxytromica 566 167.942mz 20569 25000 26000 |
Average RF/ Injected Calculated
Surtogates RT Quan Peak Response CureType  Response Ratio Cone Units Conc Units ~ Flags
Average RF/ Injected Calculated
Target Compounds RT Quan Pezk Response Curve Type  Response Ratio Cone Units Cong Units ~ Flags
Flag Legend; L0D<J<L0Q=lon Rt Fare; C=Caryover, *=Upper Limit Of ingaty, D=Limit Of etecton; Q=Linit Of Quaniiation; POS=Limit Of Reporting; =Bk, s=Solvent fag; est-Esimated;
Bordered cell= Manually integrated.
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Quantitation Report

Lab Name: ~ Residu EG

Instrument;  TSQ Vantage 277 Method:  20181017_RT_muscolo_Antbioti_Muliresiduo

User: COMPUTER Antbioti_Multesiduo

Batch: 20181017 RT_muscolo CaliFile; ~ 20181017_RT_musoolo.calk

Vi Pos Sample 0 FilpName Level Sample Name File Date Comment

C.16 Olo Saimone NA 1011812018 12:43.03 PM

Sufaguanidina 083 166.000 mz 1837 Linear 0000 6.481 6481

Sulatiazolo NF 108.128 mz NF Linear 0000 NF NF

Sufadiezina NF 10837 mz NF - Linear 0000 NF NF

Sulfapirdina NF 166,405 mz NF - Linear 0000 NF NF

Sufamerazina NF 166.078 mz NF - Linear 0000 NF NF

Miocicina NF 441.400mz NF Lineer 0000 NF NF

Epitetracicina NF 40100 mz NF Linear 0000 NF NF

Sulfameter NF 108.100mz NF Linear 0000 NF NF

Sufamelazina NF 108,088 mz NF Linear 0000 NF NF

Pipemidic Acd NF 2A7.000mz NF Linear 0000 NF NF

Sufgbenzamide 23 108.000 mz 149 Lingar 0000 4% 4%

Sufamethizole NF 156,020 mz NF Linear 0.000 NF NF

Marbofoxac NF 320400 mz NF - Linear 0000 NF NF

Sufametorypyridazina AK] 166,000 mz 74 Linear 0000 288 280

EpyOnylebracicina NF 201204 mz NF - Linear 0000 NF NF

Tetracclna NF 410.100mz NF Linear 0000 NF NF

Sufacoropiidazin NF 196,076 mz NF - Linear 0000 NF NF

Enoxacin NF 03400mz NF - Linear 0000 NF NF

Ofoxacin 309 318.200mz 1281 Linear 0000 2316 2316 |

Oxytetiacicina NF 201.200mz NF Linear 0000 NF NF

Sufemethoxazole 308 165,980 mz 1478 Linear 0000 562 5962 |

Norforacin NF 23288 mz NF Linear 0000 NF NF

Sulfamonomeloxine 34 166.000 mz 5% Linear 0.000 4194 4194 |

Cprofocacin 33 288237 mz 43 Linear 0000 3855 385 |

Sufadoxin NF 156.118 mz NF - Linear 0000 NF NF

Enrofloxacin NF 316.209 mz NF Linear 0.000 NF NF

Danaforacin NF 83.252mz NF - Linear 0000 NF NF

Lomeflokacin 35 %5100 mz 29 Linear 0000 1829 182

Sulfsoxezole NF 166.030 mz NF Linear 0000 NF NF

Orbifloxacin NF 32470 mz NF - Linear 0000 NF NF

Epiclodetraciina NF 98.100mz NF - Linear 0000 NF NF

Difoxacin NF 299,204 mz NF  Linear 0000 NF NF

Sarafloxaci NF 209.264mz NF - Linear 0000 NF NF

Sufafenazolo 428 166.239 mz 4998 Linear 0000 2689 -2669 |

Clotetracicina NF 275,000 mz NF - Linear 0.000 NF NF

Cinoxacina 418 U5300mz 174 Linear 0000 0578 10579 |

Sufadimetossina NF 166,118 mz NF - Linear 0000 NF NF

Flag Legend: L0D<J<LOQ=lon Rl Fare; C=Caryorer, *=Upper LimitOF Lineary; D=Limit Of Detecion; Q=Lini Of Quantaion; POS=Limit Of Reporting; b=Biank; s=Solvent fag; est=Estinated;

Bordered oell = Manually ntegrated.
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Quantitation Report
Lab Name:  Residui EG
Instrument; TS0 Vantage 217 Method:  20181017_RT_musoolo_Antbiofi Mulresiduo
User: COMPUTER Antioti_Mfresiduo
Batch: 20181017_RT_muscolo CaliFile; 20181017_RT_muscolo.cale
|wa_T§ Samel  Fleame Lewl Sanpe e FlaLde Coment
.16 Qlio Saimone NA 10/18/2018 12:43,03 PM
Oxolic Acd NF 214230 mz NF Linear 0000 NF NF
Sufachinossalina 504 166.100mz 1761 Linear 0,000 2180 2187 |
Doxiclelna 506 428364 mz 1014 Linear 0000 9953 9983 |
Naldivic Acid 542 187156 mz 012 Linear 0.000 2042 208 |
Oleandomycin 549 544,000 mz 87 Linear 0.000 4575 4575 |
Piperacilina NF 7700 mz NF - Linear 0000 NF NF
Flumequina 554 24250 mz 2391 Linear 0000 2591 2591 |
Peniciina 6 561 27.000mz U8t Linear 0000 929 929 |
Tlosna 566 174400 mz N85 Linear 0,000 4482 448 |
Nadifoxacina NF 33300mz NF  Linear 0000 NF NF '
PenicilinaV 538 114,000 mz 1069 Lingar 0,000 4432 4432 |
Josamicina NF 174128 m2 NF - Linear 0000 NF NF
Oxaciina NF 144,000 mz NF  Linear 0000 NF NF
Clarythromycin NF 166.20mz NF- Linear 0000 NF NF
Dicloricilina NF 160.000 mz NF - Linear 0000 NF NF
Nafclina 583 115000 mz 750 Linear 0.000 21308 21308

Flag Legend; L0D<J<LOQ;=Ion Raf Falure; C=Canyover 9={pper LimitOf Liearty; D=Limt Of Detecon; Q=Linit OF Quantaion; POS=Limit O Regortng; b=Blank; s=Solvent fag; esl=Estimated;

Figura 5 — Analisi qualitativa dell’olio da testa di salmone
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