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vitoriosa. ”
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RESUMO

O presente trabalho visa analisar as viabilidades da obtencéo de um biofilme a partir da extracédo
do colageno dos pés de frango. Neste sentido, um planejamento fatorial variando a concentracéo
do acido acético, tempo e temperatura de extracdo do colageno foi utilizado. A otimizagdo do
sistema foi feita por analise de superficie de resposta com grau de confianca de 95% pela
metodologia ANOVA. Apos a obtencdo do colageno, as peliculas foram feitas a partir de uma
solucdo de colageno de frango com glicerina ou propilenoglicol. Nos biofilmes foram
realizados testes de intumescimento e transmissdo de vapor d’agua para garantir a qualidade e
avaliar as perspectivas de degradacédo e o grau de hidratacdo. Também foi avaliado o valor de
custos das matérias-primas para producdo de uma embalagem com 12 unidades desses
biofilmes. Verificou-se que o material seco e pulverizado apresentou uma coloragdo amarela e
uma composicdo com mais de 78% de proteinas. O rendimento da extracao variou de 1,7 até
8,5% de colageno sobre a massa inicial dos pés de frango e a otimiza¢do mostrou que é possivel
obter rendimentos acima dos 8,0% quando se utiliza a concentracdo do acido acético entre 3,000
e 3,682 %, o tempo de operacéo entre 1 e 3h e a temperatura entre 70 e 76,82°C. Os resultados
dos testes de intumescimento e transmissdo de vapor d’agua garantiram a qualidade dos
produtos com relacéo a degradacéo e grau de hidratacdo. A analise de custos mostrou que para
se produzir um pacote com 12 unidades de biofilme o custo de matéria-prima envolvida ficou
em R$ 0,04 (US$0,01) e que o metilparabeno foi responsavel por 75% dos custos, seguido pelo
plastificante (glicerina e/ou propilenoglicol) com aproximadamente 20% do custo total da
formulacdo. Assim, este trabalho demonstrou que os biofilmes produzidos a partir do colageno

de frango sdo viaveis tecnicamente e economicamente.

Palavras-chave: pés de frango, colageno de frango, biofilme, gelatina, extracao de colageno,

extracdo de colageno de frango, colageno de frango pés.



ABSTRACT

The present work aims to analyze the feasibility of obtaining a biofilm from the extraction of
collagen from the feet of chicken. In this sense, a factorial design varying the acetic acid
concentration, time and temperature of the collagen extraction was used. The optimization of
the system was done by response surface analysis with a confidence level of 95% using the
ANOVA methodology. After obtaining the collagen, the films were made from a solution of
chicken collagen with glycerin or propylene glycol. Biofilms were tested for swelling and water
vapor transmission to assure quality and evaluate the prospects for degradation and degree of
hydration. It was also evaluated the cost value of raw materials for the production of a pack
with 12 units of these biofilms. The dried and pulverized material was found to have a yellow
coloration and a composition of more than 78% protein. The extraction yield varied from 1.7
to 8.5% of collagen on the initial mass of the chicken feet and the optimization showed that it
is possible to obtain yields above 8.0% when using the acetic acid concentration between 3,000
and 3.682%, the operating time between 1 and 3h and the temperature between 70 and 76.82 °
C. The results of swelling and water vapor transmission tests ensured the quality of products
with respect to degradation and degree of hydration. The cost analysis showed that in order to
produce a package with 12 biofilm units, the cost of raw material involved was R $ 0.04 (US $
0.01) and that methylparaben accounted for 75% of the costs, followed by plasticizer (glycerine
and / or propylene glycol) with approximately 20% of the total cost of the formulation. Thus,
this work demonstrated that biofilms produced from chicken collagen are technically and

economically viable.

Keywords: chicken feet, chicken collagen, biofilm, gelatin, collagen extraction, collagen

extraction from chicken, chicken collagen feet.
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1. INTRODUCAO

Os hébitos alimentares da populacdo brasileira do século XXI sofreram alteracdes
significativas e com isso, acompanharam o progresso tecnoldgico das Industrias da Carne que,

constantemente langavam novos produtos no mercado (CENTENARO et al., 2009).

A economia de diversos paises apresenta grande crescimento devido a comercializagdo
da carne de frango, tendo o Brasil como um dos maiores produtores mundial. Dessa forma, o
Brasil em 2017, conquistou o terceiro lugar no setor avicola, com 44,631 kg da producéo per
capita, ficando atras dos EUA e a frente da Argentina com 47,691kg 43,093kg, respectivamente,
enquanto a China e a india apresentaram um consumo per Capita de carne de frango abaixo da
média mundial com 11,902 Kg. Tais resultados foram possiveis, devido ao preco da carne de
frango estar mais acessivel, em relagdo a carne bovina e suina, pela estabilidade promovida no
plano real e a diversidade/praticidade dos produtos oferecidos, associadas ao conceito de um
produto saudavel (USDA, 2017).

A producdo de frango de corte (destinadas ao abate e consumo humano) é a maneira
mais eficiente, eficaz e barata para obtencao de proteina animal na nutricdo dos seres humanos.
Esse tipo de carne apresenta algumas vantagens econdémicas, tais como: um rapido crescimento
do animal para o abate, os frangos podem ser criados em pequenos espagos, 0s custos referentes
ao consumo de agua/energia sdo baixos e reaproveitado do animal em sua totalidade. A
crescente demanda na Industria Avicola ampliou a preocupagdo com 0s residuos que sao

descartados, muitas vezes, de maneira inadequada (MIRITZ et al., 2015).

O destino inadequado dos residuos da Indlstria Avicola, contribuem para o
agravamento de problemas ambientais como por exemplo, presenca de vetores, doengas,
contaminacdo de solo e agua (SOUZA et al.,, 2016). Os produtos que ndo podem ser
reaproveitados (por exemplo, 0 sangue, visceras, penas) para producdo de um subproduto sao
descartados de maneiras indevidas levando a contaminacéo e polui¢do do meio ambiente. Desta
forma, para que esses indices diminuam, torna-se necessario a utilizagdo de praticas
economicamente vantajosas, que possam oferecer um controle ambiental e proporcionar lucros
financeiros (CENTENARO et al. 2009).

Atualmente, uma aplicacdo vantajosa utilizada para descarte dos residuos da Industria
Avicola é a transformacédo em farinha e dleo, para posterior producdo de racdo animal. Outra
forma de reaproveitamento esta no setor de graxaria, que reutilizam as visceras, penas, sangue,

cabecas entre outros residuos e os reaproveitam em um novo produto sustentavel (MIRITZ et
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al., 2015). Almeida e Santana (2010) encontraram por meio de pesquisas, através da extragcdo
do colageno dos pés de frango, um produto desidratado, com alto teor de colageno com
rendimento de até 16%, com ampla facilidade e habilidade de transformacado em um gel estavel

e reversivel, com capacidade para formacao de filme.

A extracdo do colageno pode ocorrer através de varias fontes ricas dessa proteina, como
por exemplo, pele e 0sso de bacalhau, tubardo, peixe pulmao e tilapia (CHO et al.,2006), os
0ssos do jacaré (WOOD et al.,2008), Dosidicus gigas (lula gigante) encontrada no Oceano
Pacifico (GIMENEZ et al., 2009), Cyanea lamarchi (medusa agua-viva) (SONG et al.,2009),
frango por processos quimicos ou enzimaticos (ALMEIDA, 2012), pele e o 0sso da cavala

espanhola (Scomberomorous niphonius) (LI et al., 2013).

O colageno é uma proteina composta por aminoacidos, com importancia funcional na
construcdo de tecidos intercelulares e de suporte. Sendo o principal constituinte proteico do
corpo dos mamiferos, podendo ser utilizado com a estrutura original do tecido de onde foi
extraido para uso em suturas, valvulas cardiacas ou proteses ligamentares; ou como
biomateriais em associacdo ou ndo com outras macromoléculas, podendo ser preparado em
diferentes formatos (como esponjas, geis, tubos, esferas, membranas, filmes, biocurativos, entre
outros), dependendo da aplicacéo desejada (DU e BETTI, 2017).

Os biofilmes a base de colageno estdo sendo estudados ha muitos anos, principalmente
em aplicacdo no tratamento de lesOes teciduais, tais como pele, nervos, tenddes e cartilagem.
Os materiais a base dessa proteina devem reproduzir as mesmas estruturas e propriedades do
tecido humano para auxiliar no direcionamento do processo de cicatrizacdo e formacao de um
novo tecido (NOZAKI et al., 2012).

A avaliacdo do biofilme envolve diversos ensaios e estudos clinicos, para que seja
possivel avaliar as interacfes dos materiais com ambientes bioldgicos e 0s possiveis riscos
relacionados a sua aplicacdo. Os testes de intumescimento e transmissdo de vapor de agua
permitem verificar por antecipacao a perspectiva de degradacdo que esta relacionada ao grau
de hidratacdo do sistema. Esses testes sdo produtos das analises de estabilidade estrutural

durante o periodo necessario para formacéo do novo tecido regenerado (LI et al., 2017).

A demanda pela busca de novos biocurativos crescem progressivamente, fato esse, que
justifica o destaque na reavaliacdo do tratamento de pacientes com feridas crénicas. O Brasil
apresenta outros produtos com as mesmas caracteristicas, porém, o custo é elevado tornando

assim, inviavel sua utilizacdo nos tratamentos de regeneracéo tecidual (COTRIM et al, 2013).
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Os biocurativos interagem com a pele criando condi¢des semelhantes ao processo de
cicatrizacdo, sendo o processo natural comandado pelo sangue, transportando hormonios e
moléculas sinalizadoras permitindo que novas células somaticas se formem e recomponham a
superficie da pele. A vantagem que esses novos curativos bioativos apresentam € a cicatrizacao
pos-regeneracdo tecidual e como resultados, a flexibilidade e pigmentacdo na pele
(NOGUEIRA, 2010).

Na dltima década, estudos referentes aos tratamentos de lesdes teciduais tém sido
impulsionados pelos biocurativos, devido a apresentarem condicdo asséptica favoravel no
processo de cicatrizagdo. Com isso, a Engenharia de Tecidos, investem em pesquisas que
permitam inovagOes em tratamentos, que visam substancias proteicas e quimicas responsaveis
nos fatores de crescimento tecidual (ABRUCEZE et al., 2014).

1.1 Justificativa

A crescente demanda na Induastria Avicola, ampliou a preocupagdo com 0s rejeitos que
séo descartados de maneira inadequada no meio ambiente (MIRITZ et al., 2015). No Brasil,
descartam muitos cortes de frango que ndo visam grandes valores comerciais, como por
exemplo, os pés. Devido a esta preocupacdo, se propds um estudo de reutilizacdo desses
rejeitos, preparando biofilmes a partir da extracdo do colageno dos pés de frango para utilizacéo
em tratamentos de lesdes teciduais.

O presente trabalho realizou uma pesquisa bibliografica a respeito do colageno extraido
dos pés de frango para aplicacGes em produtos médicos-farmacéuticos e ndo encontrou citagdes
referente ao assunto. Almeida et al. (2013) comprovaram em seus estudos que, 0s custos para
producdo de produtos obtidos a partir do colageno dos pés de frango sdo mais baratos e com
qualidade semelhante ou melhor do que os produtos obtidos a partir do colageno comercial ou
de outros animais (Figura 1). Sendo assim, esses produtos a base de colageno dos pés de frango
abrem as portas para 0 mercado médico-farmacéutico, como por exemplo, aplicacbes como
pele artificial, biocurativos, involucros de capsulas, capsulas de colageno nutracéuticos, creme
anti-idade e meio de cultura para anélises microbiologicas (Figura 2). Além de obtencdes de
novos produtos, esse estudo visa obter uma eficiéncia relevante na extracdo do colageno e
obtengdo de novos produtos, tendendo ser tdo relevantes e eficientes quanto os resultados

encontrados por Almeida (2012).
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Figura 1: AplicacGes de curativos bioldgicos; a) biocurativo a partir do colageno comercial; b)
pele de porco estudada como biocurativo (pele artificial) em processo de lesbes de contato; c)
tratamento de ferida crénica com pele de tilapia;

(Fonte: Google)

Figura 2: Sugestdes para aplicagdes do colageno dos pes de frango; a) aplicacdo como
biocurativos em tratamentos de lesdes teciduais; b) principio ativo em creme anti-idade; c)
producdo de invélucros de capsulas duras ou capsulas nutracéuticas a base de colageno; d)

producdo de meio de cultura para analises microbioldgicas.

(Fonte: Google)
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1.2 Objetivos

a) Objetivo Geral

O presente trabalho visa analisar e avaliar as viabilidades de obtencdo de biofilmes

livres a partir do colageno extraido dos pés de frango.

b) Objetivos especificos

e Determinar a melhor condicdo de extracdo do colageno dos pés de frango, através do
planejamento fatorial, usando como variaveis: concentracdo do acido acético, variacdo
de temperatura e tempo de extragéo;

e Preparar os biofilmes, variando o0s componentes da formulacdo: glicerina,
propilenoglicol, coldgeno de pés de frango;

e Fazer uma analise comparativa dos biofilmes obtidos a partir dos diferentes tipos de
plastificantes para determinar qual a melhor condigéo de obtencéo;

e Auvaliar as caracteristicas organolépticas dos biofilmes

e Realizar os Testes de Intumescimento (li) para analisar seu grau de hidratacéo

e Realizar o Teste de Transmissao de Vapor d"agua (TVA) para analisar a transferéncia
de agua através do biofilme;

e Realizar a analise de custos das matérias-primas envolvidas na formulagéo do biofilme.

¢) Organizacdo do Texto

O trabalho esta organizado a partir da Introducéo que apresenta o problema e o que se
pretende resolver. A Revisdo Bibliogréfica inicia a partir de uma abordagem sobre a Inddstria
Avicola, seguindo com seus produtos e subprodutos, dentre os quais se abordou
especificamente o colageno. Este ultimo introduz a inovagdo tecnoldgica que esta abordada
nesta pesquisa: a producdo de biofilmes a partir do coldgeno de pé de frango. Na sequéncia,
aborda-se a viabilidade econémica dos materiais envolvidos na produgéo dos biofilmes e, por
fim, a otimizacdo usando planejamento fatorial. Os métodos usados neste trabalho sdo entéo
citados no item Material e Métodos. Na sequéncia, 0os Resultados e Discussfes que sdo
apresentados a partir da extracdo do colageno, seguido pela producéo, analises e analise de
custo dos biofilmes. Por fim sdo apresentadas as conclusdes e referencia utilizadas neste
trabalho.
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CAPITULO II

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia econdémica no setor Avicola

A partir do periodo pos-segunda Guerra Mundial, a economia e urbanizacdo comecgaram
a desenvolver atividades agropecuérias que tomaram um novo cenario atraindo a modernizagéo,
expanséo e especializagdo. O setor que era voltado apenas para subsisténcia e inicia a expansdo
no mercado do agronegocio, modernizando seus parques industriais (processamento,
industrializacdo e distribuicdo), além de importantes parcerias com alguns paises: Arabia
Saudita, Japdo, Russia e Hong Kong, alguns paises da Unido Europeia e Asia Oriental (ABEF,
2017).

As Industrias Brasileiras de Avicultura passaram a vigorar a partir de 1970, motivadas
pelo poder politico, com inicio da exportacdao de carnes do setor. A partir do ano de 2000, o
Brasil passou a crescer economicamente, tornando-se um dos maiores exportadores mundiais
de carne de frango (GUIMARAES et al.,2015).

Com o aumento no consumo da carne de frango, a producdo de aves estimulou
melhorias no processo produtivo e com isso, a Industria Avicola, iniciou o processo de
modernizacdo, expansdo de mercado e abriu portas para o comércio mundial. Contudo, a
aceitacdo da carne do frango elevou a producgdo nacional e mundial, apresentando um rapido
crescimento, melhorias nos produtos fornecidos e no padrdo de qualidade (OLIVEIRA et al.,
2015).

Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal - ABPA (2017), o Brasil possui
mais de 150 mercados importadores revertendo-se em aproximadamente 4 milhdes de toneladas
de carne de frango exportadas anualmente, alcando o primeiro lugar na categoria de exportador
(Figura 3) e em relacdo a producéo de aves, alcangou o segundo lugar apresentando um amplo
favorecimento na producéo e custos de grdos (Figura 4), que sdo utilizados na alimentacéo das
aves, alem, de obter mao de obra de baixo custo. Tais fatores contribuiram para o crescente
desenvolvimento do mercado mundial, indicando grande vantagens competitivas ao setor
(USDA, 2017).
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Figura 3: Posicionamento do Brasil e demais paises em relacdo a exportacdo da carne de
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Com o lento restabelecimento da economia, apds a crise econémica, a venda da
carne de frango aumento de forma significativa, principalmente o consumo das classes de baixa
renda, que trocaram a carne bovina pela carne de frango em sua dieta devido as condi¢cbes
aquisitivas (GOMES, 2016). No mercado internacional, a producdo da China e da Unido
Europeia tornaram-se fortes concorrentes do Brasil, demostrando um cenério satisfatorio e

positivo, porém, com uma oferta mais controlada e conservadora (ZEN et al., 2017),

Com o aumento da comercializac¢do da carne de frango, a cadeia produtiva atua de forma
relevante na atividade econémica do pais, mantendo 3,5 milhdes de empregos diretos ou
indiretos, dando destaque para regido do pais com 400 mil empregados ativos em seus
frigorificos (ABPA, 2017). A regido Oeste de Santa Catarina e Parana destacam-se pela geragédo
de empregos no setor produtivo de frango, correspondendo a 26,4% de todos empregos
nacional. Em relacdo ao emprego formal, o Oeste do Parana apresenta 42,7% dos postos de
trabalho no setor, com 7.546 postos na cidade de Toledo (HECK, 2017).

2.2. Geracdo de produtos na Industria Avicola

A producdo da carne de frango tornou-se relevante, tendo como justificativa o menor
custo e maior aceitacdo por parte da populacéo. Devido a essa expansao da Industria Avicola,
alguns cortes menos nobres (0sso da coxa, pé, pele, pescogo, caixa toracica, produtos
lesionados) tornaram-se subprodutos, pois seus valores nutricionais e comerciais S&0 menores
(MIRITZ et al., 2015).Atualmente, os produtos alternativos ou diferenciados, que sdo
representados pelo frango caipira (animais livres de hormonios e outras substancias que favorecam
seu crescimento antes do tempo previsto), também se destacam no setor industrial (ROCHA et al.,
2016).

O processo de corte e desossa dos frangos sdo considerados rejeitos ou subprodutos,
pois muitas carcacas sdo descartadas logo avaliagcdo post morten que por sua vez, necessitam
de destino adequado, regulamentado por legislacdo de descarte dos residuos, a fim de prevenir
a contaminacdo do meio ambiente por apresentam carga potencialmente impactante para o meio
ambiente (SOUZA et al.,2016). Estes residuos podem ser reaproveitados e transformados em
produtos de baixo valor comercial, como por exemplo, farinha para fabricacdo de ragdes que

apresentam concentrac@es de sais minerais e vitaminas do complexo B. Os pés, conjuntamente
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com os 0ssos limpos, podem ser utilizados para a fabricacédo de gelatinas, geleias e chocolate,
ou ainda, produtos como: pastas, molhos e patés (ALMEIDA e LANNES, 2017).

A gelatina produzida a partir da extracdo do colageno dos pés de frango, apresenta um
valor comercial favoravel podendo ser utilizada em varios setores comercias, tais como:
revestimentos em cartas de baralho e adesivos para restauracfes de livros, na Industria
Farmacéutica como meio de cultura para analises de microrganismos, desenvolvimento de
novos cosméticos anti-idade, biocurativos, producdo de embalagens, entre outros (GARDIM et
al, 2018).

2.3 Colageno

O termo colégeno origina-se da palavra grega kolla (cola) e geno (producdo), o que
significa “produ¢do de cola animal”. Esse, ¢ constituido de um ter¢o de proteinas totais, o que
corresponde de 20% a 30% de toda matéria organica dos seres vivos (BORDIGON, 2010). Esta
presente desde os invertebrados, como as esponjas, até no homem. Apresenta-se em forma de
fibras insollveis, com alta forca elastica, capacidade de hidratacdo e reabsorcéo.
(GONGALVES et al., 2015).

O colageno é uma proteina organizada em fibras resistentes. Cada molécula ¢ formada
por trés cadeias polipeptidicas, formadas por 100 aminoacidos em forma de hélice “o0” (alfa),
torcidas e semelhantes a uma triplice hélice (Figura 5). A estabilidade da tripla hélice é mantida
por pontes de hidrogénio entre suas prolinas e hidroxiprolinas (GONCALVES et al.,2015).

Figura 5: conformacéo de um filamento Unico de triplice hélice da molécula de colageno.

(Fonte: GONGCALVES et al.,2015)
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Os aminodacidos que constituem o coladgeno sdo representados por, aproximadamente,
30% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de hidroxilisina e
pequenas quantidades de aminoacidos polares e carregados (PRESTES, 2013). A temperatura
de dissociacdo é diferente em cada espécie, sendo pouco acima da corporea; as fibrilas de
colageno sdo formadas por tropocolageno! que se constituem em trés subunidades: cadeias
polipeptidicas, arranjadas em triplice hélice e unidas por pontes de hidrogénio (OLIVEIRA et.
al., 2017).

O colageno constitui diversas estruturas do corpo, como o tecido conjuntivo encontrado
nos 0ssos e tenddes, cartilagens, veias, pele, dentes, musculos e nas corneas dos olhos (SILVA
e PENNA, 2012). Costa et al. (2017), classificam o coldgeno como estriado ou fibroso, néo
fibroso ou formador de rede micro fibrilar ou filamentoso, Oliveira et al. (2017) classificam o

colageno em vinte e um tipos de acordo com a distribuicdo tecidual (Quadro 1).

As moléculas de colageno sdo encontradas em todo organismo, porém seus tipos e
funcdes séo determinados pela forma estrutural que desempenha em cada 6rgao especifico. A
funcdo do colageno vai desde sustentagdo de érgdos e tecidos até o armazenamento de energia
nos tenddes de algumas espécies de animais, enquanto suas possiveis utilizagdes comerciais sdo
voltadas para 0 uso em cosméticos, produtos alimenticios, matéria-prima na Industria

Alimenticia e Farmacéutica entre outras aplicacbes (OECHSLEA et al., 2016).

Devido apresentarem propriedades fisico-quimicas distintas (uniformidade, resisténcia,
flexibilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade) o colageno é utilizado em diversas
situacBes, como por exemplo, producéo de biocurativos em cirurgias, matriz de capsulas, agente
aglutinante em formulacdes farmacéuticas na producdo de cosméticos e biocurativos, na

industria alimenticia na producédo de gelatinas entre outros (MAHBOOB, 2015).

Na &rea médico-farmacéutica, quando bem empregado, o colageno torna-se um
coadjuvante em tratamentos de hipertensdo, incontinéncia urinaria, na Engenharia de Tecidos

para implantes em humanos, tratamento da artrite e inibicdo da angiogénese como meio de

! Polimerizagdo de unidades moleculares alongadas.
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prevencdo de metastase de cancer. Recentes pesquisas citam os beneficios do coldgeno em
tratamentos preventivos de osteoartrite e da osteoporose (FERNANDES et al., 2017).

O coléageno, também pode ser utilizado como auxiliar na cicatrizacdo e regeneracao
tecidual. Em unhas e cabelos, formam uma matriz ligada aos minerais para manté-los fortes,
com durabilidade e brilho. Na pele, oferece elasticidade, além de auxiliar em dietas
hipocaldricas devido seu alto teor de proteina e auséncia de gorduras e carboidratos (ALEMIDA
et al.,2013).

Oliveira et al. (2015) utilizaram a carcaca de frango para extracdo do colageno
hidrolisado. O processo extrativo ocorreu a partir de hidrolise enzimatica, ao qual utilizaram as
enzimas comerciais: Papaina®, Flavourzyme® e Protamex®. O melhor resultado apresentado
pelo estudo foi com a enzima Protamex®. Nos estudos de Yasin et al. (2017), utilizaram o
colageno obtido a partir dos pés de frango para produzirem uma gelatina com extrato aquoso
de manjericdo (Ocimicum basilicum) e capim-liméo (Cybopongon citratus). A gelatina (obtida
de colageno de frango, manjericdo e capim-limao) apresentou um aumento na estabilidade, com
diminuicdo na viscosidade devido ao aumento da temperatura e ndo ao uso dos extratos vegetais
de manjericédo e capim-lim&o. Para tanto, a pesquisa sugere a utilizacdo desses extratos realcar

a formacéo do gel formado a partir do colageno dos pés de frango.

O desenvolvimento das aplica¢Bes do colageno, na area de Engenharia de Tecidos séo
muito bem requisitadas, devido sua exceléncia em biocompatibilidade e degradabilidade, além
de apresentar baixa antigenicidade. Para tanto, as técnicas de extracdo de colageno crescem
cada vez mais para atender novos estudos de suas aplicagdes em produtos (como por exemplo,

os biomateriais) na area médico-farmacéutica (PIEDRA et al., 2015).



Quadro 1: Tipos de colagenos e distribuicdo tecidual

Tipo Distribuicdo Tecidual
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Colageno formadores fibras ou fibrilas e microfibrilar

Pele, tenddo, osso, dentina.

Cartilagem

Pele, parede dos vasos, fibras reticulares da maioria dos tecidos
Pulmé&o, cdrnea, 0ssos, tecidos fetais

Vv

VI Derme, cartilagem, placenta, pulmoes, da parede do vaso, disco
intervertebral

Xl

Cartilagem, corpo vitreo

Colégeno de sustentacao

v Membranas basais (sustentacéo epitelial)

Fibras ou fibrilas de ancoragem

VIl Pele, juncdes epidérmicas

Colagenos formadores de rede

VIl Células endoteliais (vasos e capilares)
X Cartilagem hipertrofica

Colagenos FACIT

IX Cartilagem e cérnea

Xl Ligamentos e tenddes.
XV Derme, tenddo, parede do vaso, placenta, pulmdes, figado.
XX Epitélio da cdrnea, pele embrionaria, cartilagem, tend&o.
XXI Parede de vasos sanguineos.

Colagenos transmembranares

X Epiderme, endomisio, intestino, condrocitos, pulmdes, figado
XVII Juncgbes derme-epidérmicas
XV Pulmdes, figado, timo, muasculo, intestino, pele.

(Fonte: adaptado de Oliveira et al, 2017).
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2.4. Extracéo do colageno

Nas primeiras décadas do século XXI, cresceu o interesse por técnicas de extracao do
colageno e suas fontes derivadas para substituicdo dos agentes sintéticos nos processos
industriais, o que acarretou a valorizacdo de subprodutos (PRESTES et al., 2013). Os colagenos
de uso comercial mais populares e utilizados sdo os de mamiferos (suinos e bovinos) que estao
sujeitos a maiores restricdes sociocultural (judias e islamicas) entre os consumidores e de salude
(doenca da vaca louca), fato que ocasionou busca incessante de novas fontes para substituicéo,

como por exemplo, a pele de peixe, lulas, tilapia e outros peixes (ALMEIDA et al.,2017).

O processo utilizado para retirada do colageno nesses mamiferos ocorre através da
raspagem do couro do animal, podendo levar a riscos de residuos, como por exemplo, o cromo.
Em vista disso, varios estudos estdo sendo realizados para desenvolver novas técnicas animais

no processo extrativo do colageno (ALMEIDA et al., 2012).

O colégeno extraido dos pés de frango, vem apresentando um rendimento consideravel
e significativo apds desidratacdo do material, indicando assim, excelente alternativa para
producdo de novos produtos. Esse colageno é rico em aminoacidos glicina, acido glutamico,
prolina e hidroxiprolina. Alguns métodos de extracdo de colageno foram desenvolvidos por
diversos autores desde o século passado (HASHIM et al., 2014).

A técnica de Cho et al. (2006) utilizou a pele de peixe que foram higienizadas em agua,
emergidas em solucdes de hidréxido de calcio em diversas (1 a 3%) concentracdes e lavadas
em seguidas em agua corrente. Acrescentou-se agua destilada em concentracfes diferentes para
extracdo, deixando-a em variados pH. O extrato foi centrifugado, retirou-se o sobrenadante e,
filtrou-se o extrato em papel de filtro e carvéo ativado, o qual foi liofilizado. O rendimento néo
foi mencionado, porém, relatou-se que o coladgeno extraido do peixe apresentou baixa

quantidade de prolina, hidroxiprolina e glicina.

Na pesquisa de Badii e Howell (2006), foi utilizado peixe de pequeno porte, conhecido
como Carapau-do-norte (Trachurus trachurus). A pele foi higienizada e desengordurada,
passou por um tratamento com solucdo de hidréxido de sddio 0,2% agitado lentamente por 5
horas, em temperatura de 48°C. A pele segregada foi lavada com &gua destilada e emergida em
solucdo de acido sulfurico 0,2%, em leve agitacdo, por um periodo de 10 horas, a 48°C. Os
pedacos de pele foram colocados em solucdo de acido citrico a 0,7%, sobre agitacéo lenta, por

18 horas e temperatura de 48°C. O colageno extraido foi lavado em 48 banhos com &gua a 8°C
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sem agitacdo. A solucdo foi filtrada e o pH corrigido para 6,0. A solucéo, apos ter reducdo do
volume de agua e ficar mais concentrada, seguiu para liofilizacdo. Como resultado, o colageno
e gelatina do carapau obtiveram indices semelhantes ao do produto comercial (BADII E
HOWELL, 2006).

O processo extrativo realizado por Cheng et al. (2009) utilizou pés de frango, que foram
cortados em pedagos pequenos e batidos no liquidificado com etanol a 20% para remocéo de
gordura. Apos, 0 processo se repetiu por duas vezes, sofrendo agitacao por 24 horas. A mistura
seguiu para centrifuga por um periodo de 15 minutos, removendo ao final o sobrenadante. Os
sedimentos foram umedecidos com uma solugdo de hidréxido de sédio a 0,2M, com agitagédo
por 24 horas, a 4°C. A solugdo foi centrifugada novamente e apds, lavada com agua destilada.
Os residuos foram tratados com &cido acético, acido citrico, acido cloridrico e acido lactico a
0,5M, que ao final do processo, foi liofilizado. O melhor rendimento obtido foi a extracdo com
acido acético com 7,3% de colageno desidratado (CHENG et al. 2009).

Nos estudos de Almeida et al. (2012), os pés de frango passaram por higienizacao,
fazendo-se a retirada das unhas e sujidades, sendo levados a coc¢do a 120°C por um periodo de
20 minutos. Apds esse tempo, a solucéo foi filtrada para retirada de residuos e restos de 0ssos
e pele. O filtrado foi encaminhado para o processo de secagem a temperatura de 50°C, por 13

horas. O rendimento obtido foi de 5,33% de colageno.

Hashim et al. (2014), extrairam o colageno dos pés de frango através do processo
enzimatico: enzimas de papaina e pepsina em solucao de acido acético em temperatura de 4°C
por 24 horas. O rendimento do produto seco foi del18,16% com a enzima de papaina e 22,94%
com a pepsina. Entretanto este tipo de rendimento ndo é sobre a massa total dos pés de frango

e sim, sobre o contetdo de colageno que existia neles.

O colageno da pele da reineta (Brama australis ou Brama chilenis), um peixe endémico
do Sul do Chile. A extracdo procedeu pela imerséo das peles em uma solucdo de NaOH a 0,1
M, na razdo sélido/solvente de 1:10 (peso/liquido) por um periodo de 4 dias. A analise SDS-
PAGE também foi utilizada para a caracterizagdo das massas molares das proteinas. As massas
moleculares dessas proteinas ficaram entre 112 a 121 kDa para as cadeias em a-hélices e de
212 kDa para a tnica cadeia encontrada em B-hélices, outras proteinas com massas moleculares
de 29 a 66 kDa também foram encontradas. Os autores citaram que este colageno foi facilmente
degrado a temperaturas superiores aos 24°C, talvez por isso as proteinas de massas molares
menores estavam na amostra final. O rendimento da extragéo foi de 1,5% (SIONKOWSKA et
al., 2015).
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O colageno da pele de tilapia também foi extraido por Chen et al. (2016), via extragdo
acida. O processo se deu pelo corte da pele em pequenos pedagos, imersdo em 10 volumes de
uma solucdo de NaHCOs a 0,1 M por 6 h para a remogdo das proteinas ndo colagenosas e
pigmentos da pele. Seguido por uma lavagem com &gua destilada até que o pH ficasse neutro,
para entdo, o colageno ser extraido em uma solucéo de 0,5 M (3%) de &cido acético por 24 h a
temperatura ambiente. O rendimento de proteinas soltveis do colageno (pepsina) foi de 27,2%,
o0 que foi equivalente a 3,2% da massa total da pele bruta da tilapia. O produto final apresentou
entre 197 a 207 aminoacido, demonstrando que o colageno sofre uma degradacdo elevada
(CHEN et al, 2016).

O colageno da pele de tilapia foi obtido por Huang et al. (2016) usando o processo de
extrusao a quente. A pele da tilapia foi picada e misturada em uma solucdo de NaOH a 0,1 M
para a remocao das proteinas ndo colagenosas e lavada com agua destilada até que o seu pH
ficasse neutro. Estas peles, foram secas a 50°C e o contetdo que foi inferior a 10% da massa
inicial foi pulverizada em um moinho. O pé foi posto em um meio a pH 2, contendo 1,26% de
acido citrico e 9,37% de &cido acético de forma que a razdo solvente/sélido foi de 4.7:1. Durante
0 processo de extrusao a temperatura foi mantida a 135°C, com didmetros de saida de 3 e 4 mm
e velocidade de rotacdo de 360 rpm. Ao final, o colageno foi mantido em uma camara de
secagem a temperaturas de 25 e 50°C. Os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos para
0 maior didmetro de saida e maior temperatura de secagem e sob estas condi¢des, pode-se
alcancar um valor de 12,3% de rendimento de coldgeno sobre 0 material seco (ou seja, menos
de 1,23%). A quantidade de aminoacido ficou entre 61 e 73 residuos, o que indica que o método

é menos prejudicial que outras técnicas usadas na extracdo do coldgeno (HUANG et al., 2016).

A aplicacdo da enzima pepsina para a extracdo de colageno da pele do peixe Late
calcarifer (perca gigante) e Lates calcarifer (tilapia) foi testado por Liao et al. (2018). Os
rendimentos da extracdo foram dados na forma do contetdo de pepsina e foram de 47,3% para
a perca gigante e 52,6% para a tilapia. Estes rendimentos ndo sao passiveis de comparagao com
os rendimentos sobre a matéria prima inicial. A analise da composi¢do dos aminoacidos dos
colagenos, por cromatografia, mostrou que a composi¢do dos coldgenos apresentava mais de

200 aminoacidos, demonstrando uma alta degradacéo do colageno (LIAO et al., 2018).

A otimizacdo por metodologia de superficie de resposta (RSM) da extracdo do colageno
de um residuo da Industria da Pesca Indiana foi feita por Arumugam et al. (2018). O colageno
foi extraido da pele do solea (Aseraggodes umbratilis), um tipo de peixe da familia do linguado.

Foram verificados os efeitos da concentracdo de &cido acético e do NaCl, na razdo
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solvente/sélido (ml/g) e tempo de extracdo (h) sob o rendimento da extracdo. O colageno foi
caracterizado via espectroscopia de infravermelho de Fourier (FTIR), por eletroforese em gel
de poli-acrilamida (SDS-PAGE) e por escaneamento em microscopio eletrénico (SEM). Um
rendimento de colageno 1,927% foi obtido usando 0,54 M (3,24%) de acido acético, 1,90 M
(11,115 %) de NaCl, 8,97 mL/g de razdo solvente/sélido e 32,32h de tempo de extracdo
(ARUMUGAM et al., 2018).

Usando os processos de extracdo acida, extracdo por homogeneizacdo assistida e
extracdo usando a enzima pepsina, Tan e Chang (2018) obtiveram o colageno da pele do peixe
gato do canal (bagre do canal). Os autores, testaram os &cidos citrico, latico, acético e acido
cloridrico e a pepsina teve atividades enzimaticas entre 0,118 kU/g e 23,6 kU/g. Os autores
determinaram a massa molecular das proteinas usando SD-PAGE. Entretanto, o rendimento da
extracao foi medido usando a porcentagem de extracédo da proteina prolina, diferente dos demais
autores que calculam o rendimento medindo a porcentagem de colageno extraido da massa total
da matéria prima. Em todo caso, a melhor condic¢do alcangou um rendimento de 64,19% de
prolina, em um pH de 2,4 com é&cido cloridrico e 23,6 kU/g de pepsina. As proteinas
apresentaram massas moleculares entre 113 a 123 kDa para as cadeias em a-hélices e de 226 a

338 kDa para as cadeias em B-hélices (TAN e CHANG, 2018).

Os estudos de Slimane e Sadok (2018), produziu o coladgeno acido solubilizado (ASC)
e colageno solubilizado de pepsina (PSC) a partir da pele de Mustelus mustelus (espécie de
peixe cartilaginoso). O rendimento obtido para o colageno acido solubilizado foi de 23,07% e
para o colageno solubilizado de pepsina 35,27%. De acordo com o resultado obtido em PSC, o
mesmo foi incorporado a quitosana para producdo de biofilmes que apresentou menor
resisténcia de tracdo e maior alongamento de ruptura quando comparado com os biofilmes
somente com quitosana. Uma analise por espectrofotdmetro de infravermelho foi realizada e
demonstrou grande potencial de barreiras UV com atividade antioxidante, sendo sugerido para
utilizacdo como biofilmes de preservacdo a produtos nutracéuticas (SLIMANE E SADOK,
2018).

A extracdo do colageno de pés de frango foi realizada usando a hidrélise com papaina
por DHAKAL et al., 2018. Os autores variaram a temperatura e tempo de extracdo, na razao
solidos/solvente. Um rendimento de extracdo de 32,16% p/p (peso/peso) foi obtido quando
usaram uma temperatura de 30°C, por 30h e uma razdo de sélido/solvente 1:25. O rendimento
encontrado foi superior a quaisquer dados de extracdo de coldgeno apresentados na literatura
atual (DHAKAL et al., 2018).
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Com amplas fontes alternativas de colageno e seus aspectos fisicos- quimicos, os pés de
frango apresentam-se como excelente material para reconstrucéo tecidual (biocompatibilidade
e biodisponibilidade) na Engenharia de Tecidos e a Medicina Regenerativa. Entretanto, 0s
estudos a respeito de biomateriais a partir de fontes de colagenos (aves, mamiferos, peixes)
apresentam grande crescimento e viabilidade econdémica (PIEDRA et al., 2015).

2.5. Biofilmes

Biofilme é uma combinacdo de substancias que podem ser utilizadas por um periodo,
como um sistema que auxilie em tratamentos de regeneracao tecidual, 6rgdo ou funcéo do corpo
(KACZMAREK et al., 2018). Para se verificar a qualidade dos biofilmes geralmente se faz

alguns testes, como por exemplo, intumescimento e de transmissao de vapor d’agua.

O teste de intumescimento (li) permite que sejam verificados e determinados por
antecipacdo, a perspectiva de degradacédo que esta relacionada ao grau de hidratacdo do sistema.
Estes testes sdo importantes para verificar se 0 material estudado, apresenta estabilidade
estrutural durante o periodo necessério a formagdo do novo tecido de regeneracdo (LI t.al,
2017). O teste de transmissdo de vapor de agua (TVA) é utilizado para verificar a
permeabilizacdo dos biofilmes, que indicara a facilidade com que a &gua migre de uma face a
outra da pelicula. O TVA é realizado de acordo com método B da American Society for Testing
Materiais/EUA (ASTM), designado E96-66, em triplicatas (SOARES et al., 2014).

Os biofilmes a base de colageno, vém sendo estudados devido a sua aplicagdo em
tratamentos de diversos tecidos lesionados, como, pele, nervos, tendbes e cartilagem. A

<

avaliagdo desse produto envolve ensaios “in vitro” e “in vivo” que avaliam 0s riscos
relacionados a aplicacdo. Os materiais a base de colageno para regeneracdo tecidual devem
reproduzir a estrutura e as propriedades do tecido humano para direcionar o processo de

formacéo de um novo tecido (NOZAKI et al., 2012).
Esses materiais a base de colageno devem apresentar (MOON et al, 2015):

a) uma extensiva rede de poros interconectados para que as células possam migrar, se

multiplicar e se fixar profundamente;

b) canais através dos quais oxigénio e nutrientes sdo levados as células e residuos possam ser

retirados;
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c) biocompatibilidade com uma alta afinidade para as células aderirem e proliferarem;
d) forma especifica, como desejado pelo cirurgiao;

e) forca mecanica apropriada;

f) perfil biodegradavel

Pesquisadores estudam a aplicacdo de novos produtos a base de colageno, devido a sua
relevancia em tratamentos de feridas cronicas, que buscam a aceleragdo do processo de
cicatrizacdo, minimizando o sofrimento dos pacientes, facilitando o trabalho da equipe de
atendimento, equipe multidisciplinar e diminuindo o tempo de internagdo (HEITZMANN et al,
2017). A proposta de tratamentos de les6es com biocurativos sdo favoraveis, devido ao processo

de cicatrizagdo em suas diversas etapas (FORIATO et al, 2015).

Os biofilmes produzidos a partir de colageno de aves, mamiferos, peixes, entre outros
sdo estudados, ha anos, para aplicacdes em tecidos com lesdo (pele, nervos e cartilagens). Suas
principais aplicacdes sdo por via tdpica, em tratamentos de pacientes com queimaduras, por
tratar-se de um produto com limpeza (mecénica ou quimica), favorecendo um processo de
cicatrizacdo e cobertura das lesdes. Esses biofilmes podem ser de diversos tipos de produtos,
tais como: papaina, carvao ativado, filmes de poliuretano, quitosana, colageno entre outros
(ABRUCEZE et al., 2014).

Os biofilmes interagem com a pele, criando condi¢des semelhantes ao processo de
cicatrizagdo fisiolégico. O processo natural de cicatrizagdo dos seres humanos é comandado
pelo sangue. Por ele sdo transportados horménios e moléculas sinalizadoras que permitem a
formacéo de novas células epiteliais, para recompor a superficie da pele. Outra diferenca entre
os produtos tradicionais e a base de biomateriais € a cicatrizacdo pos-regeneracao, que tendem
a ter uma coloragdo diferente em relagdo ao restante da pele e apresentar consisténcia mais
rigida, o que favorece uma eventual ruptura. Ja cicatrizes geradas pelos novos produtos sao

flexiveis e ndo apresentam diferencas significativas de pigmentacdo. (NOGUEIRA, 2010).

Lee et al. (2015) obtém filmes comestiveis utilizando o colageno de pés de frango com
sorbitol e glicerina. Com intuito de torna-lo antimicrobiana e antioxidante, incorporou em sua
formulacdo a manjerona, coentro e 6leo de cravo. O melhor filme obtido foi com cravo, que
apresentou uma maior atividade antimicrobiana e antioxidante quando testado na embalagem
de queijo chedder, retardando assim o crescimento de microrganismo. Dessa forma, deixou

como sugestdo a sua utilizacdo em embalagens de produtos alimenticios.
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Kaczmarek et al. (2018), produziram filmes a partir de colageno, quitosana e
glicosaminoglicanos de pele pelo processo de evaporacdo de solvente. As caracteristicas
existentes nos filmes foram analisadas através testes de intumescimento, rugosidade e medicdes
térmicas/mecanicas. Foi observado que, ao adicionar o glicosaminoglicanos a hidrofilicidade
de superficie aumentava e sua energia livre superficial diminuia, também, apresentou maior
rugosidade favorecendo a inibi¢do de biofilmes. O maior valor do teste de intumescimento foi
apos 2h que o filme permaneceu imerso em solucdo salina tamponada com fosfato,
apresentando-se mais elasticos. Tal estudo, prop6s a utilizacdo desses filmes na aplicacdo

biomédica.

2.6. Planejamento fatorial e otimizacdo de experimentos

De acordo com Barro Neto et al. (2010) a atividade estatistica mais importante ndo é a
analise de dados e sim, o planejamento dos experimentos em que estes dados devem ser obtidos.
Consiste em projetar um experimento de forma que ele seja capaz de fornecer exatamente o
tipo de informac&o que se procura.

Para Cunico et al. (2008), os planejamentos ou design de experimentos sdo normalmente
representados por b¥, sendo “k” representando o niimero de fatores e “b” o nimero de niveis
escolhidos. Se o planejamento for do tipo fatorial, o valor de “b” é sempre 2 e assim, eles sdo
representados por 2%, ou seja, em um experimento com k fatores (ou variaveis) e dois niveis.

Assim, o planejamento fatorial € uma forma “otimizada” de se planejar um experimento,
sem que haja perda na significancia estatistica das informagdes obtidas pelo modelo resultante
(BOX et al., 1978).

A otimizacdo corresponde a tornar algo "tdo perfeito, efetivo ou funcional quanto
possivel”. A otimizacao pode ser definida como sendo um processo baseado em instrugdes que
permitam obter os melhores resultados de uma dada situagdo. Otimizar é maximizar 0s
rendimentos e/ou minimizar as perdas em determinado sistema em estudo (BARROS NETO et
al., 2010).

Neste tipo de otimizagdo usando planejamentos fatoriais, as variaveis independentes sao
chamadas de fatores, suas varia¢cdes sdo chamadas de niveis e o resultado obtido, ou a fungéo

objetivo, € denominada de resposta.
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A metodologia de avaliacdo do ajuste dos modelos é baseada na analise de variancia
(ANOVA) e a otimizacdo dos sistemas estudados é feita pela metodologia da avaliacdo da
superficie de resposta (RSM). A otimizacdo RSM é um método de otimizacao de sistemas que
se baseia na analise das superficies geradas pelo modelo (BARROS NETO et al., 2010). A

nomenclatura comum empregada nos planejamentos fatoriais € dada a seguir:

o Fator: cada variavel do sistema em estudo;

o Nivel: condicGes de operacao dos fatores de controle investigadas nos experimentos
(-le+1);

o Efeito: é a variacdo sofrida pela resposta ao se mudar o nivel do fator;

o Ponto central (0, zero) é o valor intermediario entre os niveis e onde ocorrem as

repeticdes que proporcionardo o calculo do erro puro (desvio padréo);

. Niveis alfa () sdo os valores radiais ou pontos axiais de um design rotacional.

Um planejamento fatorial segue um design representado pela Figura 6, onde as arestas
da figura correspondem a combinacdo entre os niveis e as réplicas do ponto central que

combinam apenas entre si.

Figura 6. Design fatorial completo de um planejamento do tipo 22.

-0.5

-1.0 - ' -

(Fonte: Barros Neto et al, 2010)

A Tabela 1, mostra a representacao da Figura 6 na forma de uma matriz que organiza os

experimentos de uma forma légica, a qual é chamada de matriz de planejamento.



Tabela 1: Matriz de planejamento para um planejamento fatorial do tipo 22.

Ensaios X1 X2 Y
1 -1 -1 Y1
2 +1 -1 Y2
3 -1 +1 Y3
4 +1 +1 Y4
5 0 0 Y5
6 0 0 3
7 0 0 y7

37

(Fonte: Prdprio autor)

Devido as restricGes do tipo de modelo a ser obtido pelo planejamento anterior, 0s
designs rotacionais sdo 0s mais indicados, entdo, surgem os valores radiais ou pontos axiais,
que nos planejamentos fatoriais sdo chamados de niveis alfa (+a). Para planejamentos
rotacionais o valor do alfa depende da forma de “design” do planejamento, mas seguem a regra
a=+ (2. A Figura 7 representa o design de um planejamento fatorial rotacional (desing

estrela) para dois fatores e a Tabela 2 apresenta a sequéncia de ensaios a serem realizados.

Figura 7: Design rotacional de um planejamento fatorial completo do tipo 22

18 e \
w' op -
a5 -
1 1 1 ; 1 1 1
-1.,3 -1.0 0.5 o.o 0.5 1.0 1.9
x

(Fonte: Barros Neto et al, 2010)
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Tabela 2: Matriz de planejamento para um planejamento fatorial completo e rotacional
do tipo 22.

Ensaios X1 X2 Y
1 -1 -1 Y1
2 +1 -1 Y2
3 -1 +1 Y3
4 +1 +1 \Z!
5 0 0 Ys
6 0 0 Ve
7 0 0 y7
8 -2 0 V]
9 0 -V2 Ys
10 +2 0 Y10
11 0 +2 Y11

(Fonte: Préprio autor)

O modelo completo da superficie de resposta para este tipo de planejamento sera do tipo
quadrético, que é representado pela Equacdo 1. Nesta equacédo, também se pode notar uma parte

linear do modelo (b1x1, b2x2) € 0 modelo hiperbdlico (b12X1.x2):

y =by+bx +bx, + b11X12 + b22X22 +B,% % 1)

Em que, “y” a resposta a ser avaliada, “b” os parametros do modelo (efeitos) e “x” 0s
fatores

A analise de variancia (ANOVA) ¢ feita por parametros estatisticos baseados na
distribuicdo Gaussiana para avaliar os erros dos coeficientes, o ajuste e a significancia do
modelo através da comparagédo entre os dados experimentais com os calculados. Os resultados
sdo expressos na forma de fontes de varia¢es quadraticas e médias, que facilitam o calculo das
porcentagens de variacdes explicaveis, do coeficiente de determinacéo e os testes F, 0s quais
indicardo a significancia e o ajuste do modelo (BARROS NETO et al., 2010).
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A medida da significAncia do modelo é feita pela relagdo entre variacGes médias devido
a regressédo e devido aos residuos (MQr/MQyr). A primeira mede os desvios quadraticos médios
dos valores preditos com relacdo aos experimentais, enquanto que a segunda representa 0s
residuos deixados por cada nivel i deixados pelo modelo para cada resposta.

Jé& o ajuste dos dados ao modelo é feito pela relacdo entre as médias quadraticas da falta
de ajuste e dos erros puros (MQra/MQep). A primeira estima a adequacgéo dos dados ao modelo,
enguanto que a segunda estima a variancia postulada para as observacgoes.

Todos os dois seguem uma andlise estatistica segundo uma distribuicdo Gausiana, logo
suas comparacOes podem ser feitas a valores do teste F, em niveis previamente estabelecidos.
Para o primeiro, quanto maior que F tabelado for o valor, mais significativo é o modelo,
enguanto que, o segundo este devera ser menor que o F tabelado, para poder indicar o ajuste de
dados ao modelo (BARROS NETO et al., 1995 e 2001).

O coeficiente de correlacdo maltipla ou coeficiente de determinacdo (R2), representado
pela Equacdo 2, é tido como a medida da aproximacao variacdo das observacdes e devido a
regressdo a variacao total em torno da média. Quanto mais préximo de um for este valor, mais

explicavel e mais ajustado serd o modelo

2(9— 9)
o SQ _ o

S

As somas quadraticas dos desvios podem ser relacionadas segundo as equacdes abaixo:

SQ, =SQ, +S0Q, 2.1)
SQ, =SQ,, +SQy 2.2)

O caélculo dos erros padrbes (&) das estimativas dos pardmetros do modelo é feito

através obtencdo da raiz quadrada da estimativa da variancia (\7 (b)) dos elementos do vetor b,

dados pela Equacéo 3:

.c;p=\/\Tb)=\/(XTX)‘1S2 3)
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Em que, “S” é o desvio padrdo das repeticdes no ponto central. Se a metodologia
empregada ndo for por ponto central, torna-se necessario fazer repeti¢cbes em cada nivel, assim
obter um desvio padrdo para cada nivel e com isto seus erros padrdes serdo dados por seus
desvios padrbes quadrados utilizados na equacéo dos erros padrdes. A Tabela 3 faz um resumo
da avaliacdo dos modelos usando a ANOVA e é a forma mais comum de se apresentar este tipo
de analise (BARROS NETO et al., 2010).

Tabela 3: analise da variancia de um modelo.

Fonte de Variacéo Soma Quadratica Graus de Média Quadratica
Liberdade
Regressdo 2 p-1 MQr =SQ; /(p—1)

5Q. =3 (,-v)

Residuos m_ 0 A n-p MQ, =SQ, /(n—p)
SQ =22 (yi—v)?
i
Falta de Ajuste monoa 2 m-p MO.. =SO.. /(m-
SQg :ZZ(yi_yi) Qfa’ Qfal ( p)
i
Erro Puro m o2 n-m MO. =SO. /(n—=m
SQePZZZ(yij_yi) er er ( )
i
Total n-1

5Q =3 (3,-Y)

(Fonte: BARROS NETO et al., 2010).

A aplicacdo do planejamento fatorial e a otimizacdo por analise da superficie de resposta
é amplamente usada em pesquisa, como mostrado pelas citacGes a seguir:

As gualidades sensoriais de um vinho obtido a partir da acerola foram avaliadas por
otimizacdo por analise de superficie de resposta e uma técnica metaheuristica chamada de
Simulated Annealing. Um planejamento fatorial variando a massa da polpa e o °Brix inicial
(teor de aculcar) do mosto fermentativo. A melhor condi¢do foi encontrada quando se usou as
menores massa de polpa e os maiores valores de °Brix, na qual os atributos sensoriais obtiveram
valores 0s seguintes pontos na escala hed6nica de 6,9 para a cor, 6,8 para o aroma e 8,8 para 0

sabor, 0 que caracterizou o vinho como de boa qualidade.
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A qualidade sensorial de formulacBes de gelatinas produzidas a partir de coladgeno
extraido de pés de frango foi realizada por Almeida et al. (2016) usando um planejamento
fatorial que combinava a massa de aglcar com a massa de gelatina. Foram verificados como
resposta as qualidades sensoriais aparéncia, 0 aroma, o sabor e a textura. Um modelo quadrético
foi obtido e a superficie de resposta mostrou que a melhor condigdo foi aquela que usou as
maiores massas de colageno de pés de frango e aglcar, para a qual a maioria das qualidades
sensoriais alcangcou uma pontuacdo acima dos 6 pontos na escala hedonica.

A producéo de &lcool de amido de mandioca foi otimizada via anélise da superficie de
resposta, combina com a técnica metaheurica do algoritmo genético. Um planejamento fatorial
variando a concentracdo do amido, o tempo e a temperatura de reacédo foi feito para verificar as
suas influéncias sobre o rendimento de alcool o preco final do produto. A melhor condic¢éo foi
aquela onde se usou 23,4 g/L de amido que foi hidrolisado a 61,9°C e 111 min de operacéo.
Nestas condicGes o rendimento de alcool foi de 88% e os custos de producdo variou entre 0,04
e 0,64 US$/L (SANTANA et al., 2018)

Santana et al. (2018) otimizaram o processo de conservacdo dos brécolis em uma
camara de resfriamento a vacuo. Os ensaios foram previamente planejados usando trés niveis
para os fatores de pressdo, massa dos brocolis e o volume de agua inserida no processo de
resfriamento. Foram usados como respostas a temperatura final dos brocolis, a perda de massa
do produto final e o custo do processo. Para a otimizagdo usaram uma combinagdo do método
de analise da superficie de resposta com a técnica metaheuristica do algoritmo genético. Os
resultados mostraram que a melhor condicdo foi encontrada usando 200 Pa, 3% de insercédo
agua nos brdcolis, 40 min de operacdo e um peso inicial de brocolis entre 273,5 e 278,0 g. Na
melhor condicdo a temperatura final do produto foi de 2°C, com perda de peso de 0,34% e um
lucro de 99,66% (SANTANA et al., 2018).

A otimizacdo por metodologia de superficie de resposta (RSM) da extracao do colageno
de um residuo da industria de pesca Indiana foi feita por Arumugam et al. (2018). O colageno
foi extraido da pele do Solea (Aseraggodes umbratilis), um tipo de peixe da familia do linguado.
Foram verificados os efeitos de fatores como: concentracdo de acido acético (M), concentracdo
da NaCl (M), razdo solvente/sélido (ml/g) e tempo de extracdo (h) sob o rendimento da
extracao, dado em mg/g. O método dos minimos quadrados foi usado para obtencdo do modelo
e 0 ajuste foi verificado pela metodologia ANOVA. Os resultados da otimiza¢cdo mostraram
que a melhor condi¢éo foi aquela que se usou 0,54 M (3,24%) de acido acético, 1,90 M (11,115
%) de NaCl, 8,97 mL/g de razdo solvente/solido e 32,32 h de tempo de extracdo. Nestas
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condicBes o rendimento maximo da extracdo do colageno da pele do Solea foi de 19,27 mg/g
(1,927%) (ARUMUGAM et al., 2018).

Dhakal et al. (2018) fizeram a otimizacdo RSM da extracdo do coladgeno de pés de
frango usando a técnica de hidrdlise por enzimas papaina. Entdo, um planejamento fatorial do
tipo 22 foi usando para verificar os efeitos do tempo (20, 24 e 28 h) e da temperatura de extragio
(4, 30 e 56°C) e da razdo solidos/solvente (1:15, 1:20 e 1:25) sob o rendimento da extracdo do
colageno. Os dados obtidos foram ajustados via métodos dos minimos quadrados e seu ajuste
verificado pela metodologia ANOVA. Os resultados mostraram que o modelo que mais se
ajustou foi 0 modelo quadratico e a melhor condicéo foi aquela que o colageno os pés de frango
foram extraidos sob uma temperatura de 30°C, por 30 h de processo e usando uma razdo de
solido solvente de 1:25. Sob estas condicdes foi possivel encontrar um rendimento de extracao
de 32,16% (peso/peso), o que foi superior a quaisquer dados de extracdo de colageno
apresentados na literatura atual (DHAKAL et al., 2018).

2.7. Viabilidade econdmica do processo produtivo do colageno

Com base na demanda do processo produtivo, as empresas comegam a avaliar suas
posturas diante ao mercado, de forma a obterem desempenhos compativeis aos padrbes de
competitividade. Para tanto, deve-se lancar produtos novos, atualizando suas tecnologias com

desempenho, custo e distribuigdo compativeis com o nivel de exigéncias (CABRAL, 2004).

A concorréncia tem protagonizado o cenario do mercado nacional e mundial, pontuando
a qualidade e custo de seus produtos/servi¢os, mas para isso, tornou-se necessaria a evolucao
da empresa, para manter-se competitiva no mercado. Para tanto, é necessario conhecer os custos
industriais, para facilitar um planejamento eficiente nas tomadas de decisdo (ALMEIDA,
2012).

A elaboracdo de um projeto de viabilidade € uma montagem de um conjunto de
informacdes sistematicas que consiste em analisar as vantagens e desvantagens socioeconémica
dos recursos de bens e servi¢os. Sendo assim, o projeto de viabilizacdo torna-se um recurso
técnico, com modelos variados nas simulacdes de resultados esperados a partir de um
investimento econdmico (CANDIDO e SANTOS, 2012).

A decisdo de investimentos deve ser a ultima etapa a ser estudada. Os investimentos

fixos, tratam-se de uma analise do montante do recurso necessario para implementacdo de
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infraestrutura fisica (ponto, maquinario, equipamento, instalacdes, mdveis, entre outros) para
seguir com projeto (ALMEIDA, 2012).

A andlise de viabilidade econdmica de uma plante de producéo de colageno dos pés de
frango foi realizada por Almeida et al (2013). Um projeto de uma planta industrial foi elaborado
para a regido do Mato Grosso, nas proximidades de diversas plantas de producdo de carne de
frango, para facilitar o transporte e aquisicdo da matéria-prima. O preco de venda do colageno
ficou em 4,80 a 6,74 US$/kg de colageno ou de US$ 95,9 a 134,78 para 0s sacos de vinte

quilogramas.

O processo produtivo de novos produtos, a partir do colageno de frango apresentam
custos baixos, devido a serem derivados de subprodutos rejeitados pela inddstria avicola.
Entretanto, o agronegdcio brasileiro favorece o desenvolvimento desses produtos, devido a

grande demanda do processo produtivo de carne de frango no pais (GIRON et al., 2013).
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CAPITULO 11l

MATERIAL E METODOS
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2. MATERIAL E METODOS

Partindo do principio em que as Industrias Avicolas descartam residuos e que, na
maioria dos casos, ndo agregam valores comerciais, as preocupag6es com o0 meio ambiente
aumentam e para que tais subprodutos ndo tenham o descarte inadequado e corra o risco de
poluir o meio ambiente. Com essa preocupacéo, os estudos para transformar esses residuos em
novos produtos com grande aceitabilidade e valores comerciais agregados crescem a cada dia.

Para tanto, o presente trabalho possui um estudo exploratério de natureza empirica, com
abordagem quantitativa por meio de objetivos explanatérios, onde serdo utilizados métodos
experimentais para coleta de dados, além de revisdes bibliograficas e observacdes e analise de
dados (Figura 8).

Figura 8: fluxograma da metodologia a ser utilizado no presente projeto de pesquisa

Estrutura metodoldgia da
pesquisa

| | | | |
Natureza Abordagem Objetivos Métodos Coletade dados

Pesquisa
Experimento bibliogréafica

Empirica |4 Quantitativa | | Exploratério

—Observacao

(Fonte: Préprio autor)

Os reagentes e equipamentos utilizados na preparacdo dos biocurativos foram
fornecidos pela Universidade Nove de Julho, adquiridos de fornecedores credenciados e
qualificados, enquanto os tarsos de frango foram adquiridos no CEAGESP (Companhia de

Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo) ao longo do ano de 2017.
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A revisdo bibliogréfica foi realizada nas bases de dados: Web of Science, Science
Direct, Scielo e Portal Capes. As palavras chaves utilizadas para pesquisa foram: industria
avicola, colageno, biofilmes, extracdo de colageno, chicken collagen extraction, collagen,
biofilm, feet chicken collagen. Para tanto, foi realizada uma analise bibliométrica, como por
exemplo, na busca na Base de dados: Science Direct utilizando a palavra-chave “collagen
extration” resultou em 53.459 artigos, refinando a pesquisa para “Chicken collagen extraction”
5348 artigos e para “Feet chicken collagen” 1113 artigos, dos quais apenas 3 se referiam
especificamente a colageno de pés de frango, tratando um deles da obtencdo de gelatinas de
pés de frango com manjericdo e capim limédo, o segundo tratava da obtencdo de colagenos
sollveis a partir da pele do pés de frango e o Gltimo usando enzimas papaina para extrair o

colageno dos pés de frango.

3.1. Extracédo e otimizacao do colageno dos pés de frango

Os pes de frango foram adquiridos na Companhia de Entrepostos e Armazeéns Gerais de
Séo Paulo (CEAGESP) e armazenados em refrigeradores até 0 momento do uso. Seguindo 0s
principios das boas préaticas de manipulag&o, inicialmente, os pés de frango foram lavados com
agua corrente, as unhas foram removidas e, em seguida, foram lavados com agua clorada para
a remocao de quaisquer sujeiras ou outras fontes de contaminacdo (ALMEIDA et al., 2013.a;
2013.b). Por fim, os pés de frango foram picados, pesados e postos em contato com a solucéo
de écido acético nas condicdes usadas no planejamento fatorial 23. Os ensaios seguiram um
planejamento fatorial de design 23, usando a concentracdo do acido acético, [Ac] (%,
massa/massa), 0 tempo, t (h) e a temperatura de extracdo, T (°C), como fatores que influenciam
no rendimento da extragdo (Yexp). Os valores da temperatura de extragcdo foram baseados na
temperatura de degradacdo da proteina que ndo devem exceder 70°C e também, ndo devem ser
inferiores a 40°C, com isso, foi calculado seu ponto central e seus alfas. O tempo e concentracao
do acido acético foram estipulados com base no trabalho de Almeida (2012) que extraiu
coladgeno dos pés de frango para producdo de gelatina e com isso, também foram calculados
seus pontos centrais e alfas. A codificacdo das varidveis seguiu as Equaces 4.a, 4.b e 4.c.
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x =[Ad-2 (4.2)
x =19

2 (4.b)
v = T—60

10 (4.c)

Os sistemas de extracdo foram compostos por béqueres, com volume total de 1,0L, mantidos
sob agitacdo constante (agitacdo magnética) e na temperatura do planejamento. Usou-se 100,09

de pés de frango, em cada ensaio, sendo realizados em triplicatas.

O rendimento da extracdo foi calculado com base na massa inicial dos pés de frango e
o valor final da massa de colageno (obtido através das variagfes do acido, tempo e temperatura

de extracdo). A Equacdo 5 foi adaptada dos estudos de Bueno (2008) que extraiu colageno da
pele da tilapia,

an‘a‘;reno
Youp = 100% ———

PésFrango (5)

Em que, “M” ¢ a massa dos pés de frango ou colageno em po e “Yexp» 0 rendimento da extracéo
do colégeno.

Apbs a execucdo dos ensaios, um modelo foi obtido pelo método dos minimos
quadrados e o seu ajuste verificado pela metodologia da anéalise de variancia (ANOVA) com
nivel de confianca de 95%. A otimizacdo foi realizada pela metodologia da superficie de
resposta (RSM) no Software Statistica 6.0 for Windows®, baseado nos conceitos de Barros Neto
et al. (2010). O material, extraido foi distribuido em placas de Petri, levados a uma estufa a

vacuo a 55°C, por 12h. Entdo, o material seco foi triturado para a obtencdo do po6 e foi
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caracterizado de acordo com as normas apresentadas na AOAC (2000). A Figura 9 representa

o fluxograma do processo da extracdo do colageno a partir dos pés de frango.

Figura 9: Fluxograma da extracdo do colageno dos tarsos de frango.

Higienizacgéo Repouso dos pés
dos pés de de frango em Eér;xggl#?agog
frango acido acético P g

e A\
Decocgdo dos pés
de frango em Pesagem dos
Filtracdo diferentes pés de
concentragdes de frango
acido aceético
\. J
Clarificagdo do Fracionamento da
filtrado solucéo [ Secagem ]
[ Témino ] [ Pulverizacéo ]

(Fonte: Préprio autor)

3.2. Obtencao dos biofilmes

A producdo dos biofilmes a base de coladgeno de frango, baseou-se nos estudos de
Foriato et al. (2015). Para tanto, foram produzidos em diferentes tipos de plastificantes

(propilenoglicol e glicerina), conforme formulagdo no Quadro 2, para analises comparativas.
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Quadro 2: Formulacéo dos biocurativos com colageno de frango, onde I refere-se ao uso da
glicerina e 1, ao propilenoglicol.

Formulagéo | Formulagéo 11
Colageno de frango 10% Colageno de frango 10%
Glicerina 5% Propilenoglicol 5%
Metilparabeno 0,1% Metilparabeno 0,1%
Agua destilada gsp? 100 ml Agua destilada gsp 100 ml

(Fonte: Prdprio autor)

Pesou-se 10g de colageno de frango e reservou. Em seguida, pesou-se 0,1g de
metilparabeno, 5g glicerina (Formulacdo I) ou propilenoglicol (Formulacdo 1), que foram
transferidos para um béquer de vidro, acrescido de aproximadamente 70ml de agua destilada,
homogeneizou-se e seguiu-se ao banho-maria até total solubilizagdo do metilparabeno. Em
seguida, acrescentou-se o colageno de frango para homogeneizar até total solubilizagdo. A
solucdo foi filtrada para retirada de impurezas presentes. A faixa de pH verificado deveria estar
entre 5 a 6. O volume da solucao foi completado com agua destilada até o volume de 100ml e
fracionado 16ml em placas de Petri de acrilico, que seguiram ao secador de infravermelho a

temperatura de 70°C. O procedimento segue representado conforme Figura 10.

2 QSP: quantidade para completar um volume.
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Figura 10: Esquematica do procedimento da preparacdo dos filmes de colageno de frango em
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Legenda

a — cristais de colageno extraidos dos pés de frango

b — solugdo de nipagim com plastificante (propilenoglicol ou glicerina)

¢ — solugao do item “b” em aquecimento no banho-maria a temperatura de 60°C
d - solucdo “b” aquecida sendo acrescentado o colageno de frango ("a”)

e — verificacdo do pH

f— filtrag3o, em gaze dobrada, solucdo

g — fracionamento em placas de Petri

h — secagem em secador por infravermelho

(Fonte: Préprio autor)

3.3. Obtencéo do controle

Para o controle foi produzido um biofilme a partir do colageno comercial de pele suina,
usando a metodologia apresentada por Foriato et a.l (2015). Para tanto, foi utilizado a gelatina
150 bloom?®, em diferentes tipos de plastificantes conforme Quadro 3.

3 Bloom: capacidade de formagio de gel.
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Quadro 3: Formulacao dos biofilmes controle com colageno de frango, onde 111 refere-se como
plastificante glicerina e IV ao propilenoglicol.

Formulagéo 111 Formulagéo 1V
Gelatina suina 10% Gelatina suina 10%
Glicerina 5% Propilenoglicol 5%
Metilparabeno 0,1% Metilparabeno 0,1%
Agua destilada gsp 100 ml Agua destilada gsp 100 ml

(Fonte: Prdprio autor)

Pesou-se 10g do colageno comercial e reservou. Em seguida, pesou 0,1g de
metilparabeno e 5g glicerina (Formulacao I11) ou a propilenoglicol (Formulacéo V1), que foram
transferidos para um béquer de vidro, acrescido de, aproximadamente, 70ml de agua destilada,
homogeneizou-se e seguiu ao banho-maria até total solubilizacdo do metilparabeno. Em
seguida, acrescentou-se o coldgeno comercial e homogeneizou até total solubilizacdo. A
solucdo foi filtrada para retirada de impurezas presentes. A faixa de pH foi verificada a qual
sugere estar entre 5 a 6. O volume da solucéo foi completado com &gua destilada até 100ml e
fracionado 16ml em placas de Petri de acrilico que seguiram ao secador de infravermelho a
temperatura de 70° C.

3.4. Determinacéo do indice de intumescimento (11%)

A determinacéo do li foi realizada em triplicatas em amostras de biofilmes de coldgeno

de frango e colageno suino (controle), ambas com plastificantes: propilenoglicol e glicerina.

Para o teste, foi preparado trés amostras de cada biofilme, no qual foram recortados em
pedacos retangulares do mesmo tamanho (2,5 x 2cm). Essas amostras foram inseridas em placas
de Petri de vidro e deixadas no dessecador com silica gel (desidratada) por 24 horas. Apos esse

periodo, foram retiradas do dessecador, pesadas e registrados seus valores no tempo inicial zero.



52

Nas placas, devidamente identificadas com a amostra pertinente, foi colocado 20ml de solucéo
de NaCl 0,9% e permaneceram em repouso, de acordo com 0s tempos estabelecidos (1, 10, 30
e 60 minutos). Ao final de cada tempo estipulado, os biofilmes foram pesados e registrados
(Figura 11). A base de célculo para determinacdo do indice de intumescimento baseou-se na
Equacdo 6 (GABAS e CAVALCANTI, 2003):

I, = 100 - (%) (6)

Em que, “Wi- representa a massa da membrana apds intumescimento nos tempos 1, 10, 30 e 60

minutos; “WSs” representa a massa da membrana seca no tempo zero.

Referente aos dados coletados no teste de intumescimento (1i%), gerou-se um grafico

comparativo para cada amostra de biofilme (colageno de frango e suino).

Figura 11: Esquematica do procedimento do teste de intumescimento; 0s tempos de repouso
estabelecido foram: 1, 10, 30 e 60 minutos.
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Legenda

a — Amostras dos biofilmes

b — Recorte dos biofilmes com 2.5 x 2cm

¢ - Biofilmes dispostos na placa de Petri

d — Biofilmes dispostos no dessecador com silica gel em descanso por 24hs
e — Biofilmes imersos em solug3o de NaCl 0.9%

f - Pesabem dos biofilmes nos tempos determinados

(Fonte: Préprio autor)
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3.5. Determinacéo de transmissdo de vapor de agua (TVA)

Os biofilmes, foram dispostos em placas de Petri de vidro, no dessecador com solucéo
saturada de NaCl 40% por 72 horas, apdés o tempo estabelecido foram preparados
adequadamente para o teste de TVA. Em cada cupula (pesa-se o filme com area de 10 cm)
adiciona-se 10 ml de &gua destilada. Em seguida, as peliculas a serem investigadas, foram
fixadas individualmente na borda das cupulas com para-filme. Os kits (cUpula + agua destilada
+ pelicula, representado na Figura 12) foram pesados no tempo zero e colocados em um
dessecador com silica gel desidratada. As amostras foram pesadas nos tempos: 24, 48, 72 e 96
horas. Para cada intervalo, os valores foram registrados para se calcular a taxa de transmissdo
de vapor de agua dos biofilmes (Figura 13). Além das amostras, foi preparado um Kit controle,
que serviu de base comparativa (cupula + agua destilada + parafilme). O TVA foi calculado
utilizando a Equacdo 7 (GABAS e CAVALCANTI, 2003):

TVA( g ) = 2PV (7)

h.cm? t-A

Em que, “PM” ¢ perda de massa (g); “t” representa o tempo (h); “A” representa a area do filme
(10 cm?). As anotacBes referentes ao teste de TVA foram registradas e comparadas em
representacao gréafica.

Figura 12: Kit para o teste de TVA: amostra controle, biofilme de colageno de frango e
biofilme de colageno suino (Fonte: proprio autor).

Pelicula
Controle Colageno Pelicula
de Frango Colageno
Suino

(Fonte: Prdprio autor)
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Figura 13: esquematica do procedimento do teste de TVA. As amostras serdo pesadas nos
tempos: 0, 24, 48, 72 e 96 horas.
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Legenda

al —amostras controle

a2 — amostras de biofilmes a base de colageno de frango
a3 — amostras de biofilmes a base de colageno comercial
b — capsulas em repouso no dessecador

¢ — pesagem das capsulas nos tempos determinados

(Fonte: Préprio autor)

3.6. Composicao dos custos

O processo de planejamento e elaboracao de um novo projeto de viabilidade econdmica,
baseia-se na estruturacdo de um conjunto de informacoes relevantes, que permitem avaliar suas
vantagens e desvantagens de acordo com a producao de bens ou servigos. Assim, é considerado
uma ferramenta técnica, que simula os resultados esperados sobre investimentos econémicos
(SILVA et al., 2017).

Para analise da composicao de custos dos biofilmes a base de colageno de pés de frango,
realizou-se um levantamento de informacdes referente aos valores das matérias-primas que

compdem sua formulagdo para o preparo 12 unidades.

Os valores das matérias-primas foram cotados em fornecedores de insumos
farmacéuticos (glicerina, propilenoglicol, metilparabeno) e fornecedores de residuos de frango
(pés de frango) no ano de 2017. Com os dados coletados, foi realizada uma analise comparativa
dos biocurativos a base glicerina em relagéo ao propilenoglicol.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Extracéo e otimizacéo de processos do colageno de frango

A Tabela 4 mostra o planejamento fatorial usado na realizacdo deste experimento e 0s
resultados das extraces do colageno (Y), nas formas experimental (Yexp) € calculada pelo
modelo (Ycaic), de acordo com cada ensaio realizado. Nota-se que a extragdo variou de 1,7 até
8,5% de colageno em po, sobre a massa inicial dos pés de frango, como demonstrado nos

ensaios 3 e 6 respectivamente.

Tabela 4. Matriz de planejamento e resultados da extracdo do coldgeno

_ [Ac] t T Yexp Ycalc
Ensaios X1 X2 X3
(%) (h) °C) (%) (%)

1 -1 -1 -1 1 3 50 4,4384  4,2493
2 1 -1 -1 3 3 50 5,1980 5,1505
3 -1 1 -1 1 7 50 1,6962 11,8785
4 1 1 -1 3 7 50 51659  5,4897
5 -1 -1 1 1 3 70 8,5713 8,3821
6 1 -1 1 3 3 70 8,1620 8,1145
7 -1 1 1 1 7 70 2,8835  3,0657
8 1 1 1 3 7 70 6,1218 6,4457
9 0 0 0 2 5 60 6,2332  6,0421
10 0 0 0 2 5 60 6,2700 6,0421
11 0 0 0 2 5 60 55907 6,0421
12 1,682 0 0 3,682 5 60 7,6714  7,4079
13 -1,682 0 0 0,318 5 60 4,1287  4,2016
14 0 1,682 0 2 8,364 60 2,5070 11,9702
15 0 -1,682 0 2 1,034 60 5,4152 5,7617
16 0 0 1,682 2 5 76,82  6,1483 6,0530
17 0 0 -1,682 2 5 43,18 7,0203 6,9252

(Fonte: Prdprio autor)
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A Figura 14 demonstra o resultado final da extracdo do colageno extraido dos pés de
frango, apresentando-se em formas de cristais com coloragdo amarelo ouro e um leve odor

caracteristico.

Figura 14: Cristais de colageno obtidos a partir dos pés de frango.

(Fonte: Préprio autor)

Comparando os melhores resultados obtidos neste trabalho (Tabela 4) com os
apresentados pela literatura, os rendimentos de extracdo alcancados por esta pesquisa foram
superiores a todos os resultados apresentados pelos autores anteriores. Entretanto, foi inferior
ao rendimento obtido por Dhakal et al. (2018) que extraiu os colagenos da carcaca do frango

usando a extracdo enzimética obtendo um rendimento superior aos 30% de coladgeno extraido.

Arumugam et al. (2018) obtiveram um rendimento de extracdo de coladgeno do peixe
Solea (Aseraggodesum bratilis) de 1,927%, usando 3,24% de &cido acético em uma mistura
com uma solugéo a 11,115 % de NaCl. Resultados semelhantes foram obtidos por Sionkowska
et al. (2015) que extrairam o colageno do peixe reineta (Brama australisou Bramachilenis)
usando uma solucdo de NaOH a 0,1 M (0,4%) e alcangou um rendimento de extragdo de
colageno de 1,5% e por Huang et al. (2016) que chegaram a um rendimento de 1,23% de
colageno extraido da tilapia usando extruséo. Ja Chen et al. (2016) ao extrair o colageno da pele
de tilapia usando 3% de acido acético alcangou um rendimento de extracdo de 3,2%.

Os melhores rendimentos, pesquisados na literatura, foram observados por Almeida et
al. (2012) que obtiveram 5,33% de colageno através da extracdo utilizando uma solucéo de
acido acético aquecido a 50°C por 8h. Enquanto Cheng et al. (2009), obtiveram um rendimento
de 7,3% de colageno seco, usando acido acético no processo extrativo de colageno a partir dos

pés de frango.
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Na analise de variancia (ANOVA) observou-se que o modelo representado pela
Equacdo 5 foi 0 que mais se ajustou aos dados experimentais presentes na Tabela 4. O valor
calculado para o teste F; foi 22,947, sendo 4,5 vezes maior do que o F; tabelado (4,070),
enquanto o F, calculado foi de 1,950, sendo 10 vezes menor que o F tabelado (19,160), isto

indica que o modelo é estatisticamente significativo e esta ajustado aos dados experimentais.

Em adicional, outro parametro que corroborou para a analise foi o coeficiente de
determinacéo (R?) que foi igual a 0,9806 e esta proximo de 1,0, como indicado por Barros Neto
et al. (2010). Desta forma, pode-se afirmar que o modelo esté ajustado e pode ser utilizado para
predizer o valor do rendimento da extracdo do coldgeno de pés de frango para as condicGes

apresentadas neste trabalho.

y =6,0421+0.9531.x, —11271 X, +19282.X, — 0,0839.x% — 0,7692.x> +0,1580.x ...+

...—0,7732.%3 +0,7947 .X,.X, — 0,1750.%,.X, — 0,6192.X, X, + 0,1172.X,.X, X, )

Tabela 5. Resultado da avaliacao dos ajustes do modelo pela metodologia ANOVA com grau
de confianga 95%.

Fonte de Soma Graus de Media
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica Ftab Teste F
Regressao 57,832 11 5,257
Residuos 1,146 5 0,229 4,070 22,947
Falta de Ajuste 0,854 3 0,285
Erro Puro 0,292 2 0,146 19,160 1,950
Total 58,977 16
% de variancia explicada = 98,059
% maxima variancia explicavel = 99,505
Coeficiente de Determinacéo (R"2) = 0,9806

(Fonte: Préprio autor)

As Figuras 15, 16 e 17 sdo as superficies de respostas obtidas no Software Statistica 6.0 for
Windows® e usadas na otimizagéo da extracio do colageno dos pés de frango. Como observa-
se na Figura 15, os maiores rendimentos sdo encontrados quando se operou com as maiores

concentracBes de &cido acético e com 0s menores tempos de processo.
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Figura 15. Superficie de resposta que mostra a influéncia matua do tempo e da concentracédo
do acido acético sobre o rendimento da extracdo
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(Fonte: Proprio autor)

Na Figura 16 percebe-se que se a temperatura estiver em seus maiores valores, a

concentracdo de acido acético também deve ser usada nos seus maiores valores para que o
rendimento seja maximo.

Figura 16. Superficie de resposta que mostra a influéncia mutua da temperatura e da
concentracdo do acido acético sobre o rendimento da extracao
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(Fonte: Préprio autor)
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Na Figura 17, percebe-se que nos menores tempos de processo e nos maiores valores de
temperatura o rendimento tende para o seu valor maximo. E, assim, pode-se concluir que ao
usar a concentracdo de acido acético entre 3,000 e 3,682%, o tempo de operacdo entre 1 e 3

horas e a temperatura entre 70 e 76,82°C, rendimento superior a 8,0% de colageno pode ser
obtido.

Figura 17: Superficie de resposta que mostra a influéncia mutua do tempo e da temperatura
sobre o rendimento da extrag&o.
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(Fonte: Préprio autor)

4.1. Avaliacao dos biofilmes

A partir da extracdo do colageno dos pés de frango foram produzidos biofilmes. O
Quadro 4 representa os resultados coletados referentes as suas caracteristicas organoleéticas.
Podemos notar que ha uma diferenca entre a textura dos biofilmes preparados com
propilenoglicol com os de glicerina, porém nos requisitos odor e coloracdo apresentam
resultados iguais. Essas caracteristicas sao de alta relevancia para qualidade do biofilme, pois a
partir desses resultados podemos adequar a sua empregabilidade em diversas aplicacfes, como

por exemplo, emprego de um biocurativo e material de embalagem para alimentos.
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Quadro 4: Comparacéo das caracteristicas organoléticas dos biofilmes a base de colageno dos
pés de frango em glicerina e propilenoglicol.

Amostra PH Coloragao Textura Odor
Maledvel, macia,
o ) toque levemente,
Biofilmes de colageno Amarelo _ ] o
o 5,72 pegajoso, porem,  Caracteristico
de frango em glicerina escuro )
com toque sensorial
suave
Maleavel, macia,
Biofilmes de colageno toque levemente
Amarelo _ ) .
de frango em 5,78 pegajoso, porém,  Caracteristico
escuro

propilenoglicol

com toque sensorial

grosseiro

(Fonte: Préprio autor)

O toque sensorial do biofilme preparado com glicerina (Figura 18.a), mostra-se mais

suave, apresentando semelhancas com a textura do latex utilizado para producdo de luvas

descartaveis e preservativos, o0 que sugere a aplicacdo como um biocurativo. Entretanto, o

biofilme preparado com propilenoglicol (Figura 18.b), apresenta-se com uma caracteristica

mais rustica, com togque grosseiro, apresentando semelhancas ao papel celofane, o que sugere

uma aplicagdo como material de embalagem.
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Figura 18: biofilmes obtidos a partir do colageno de frango com tamanho de 90x90mm; a) o
biofilme de colageno dos pés de frango com glicerina; b) biofilme de colageno dos pés de
frango com propilenoglicol

a)

(Fonte: Prdprio autor)

Para critérios comparativos, também foram obtidos biofilmes controles a base de

colageno comercial (Figuras 19.a e 19.b). Referente as caracteristicas organoléticas,

demonstradas no Quadro 5, apresentaram-se semelhantes as produzidas a base do colageno de

frango, porém, inodoras e transparentes.

Quadro 5: Resultados organoléticos do biofilme controle a base de colageno comercial.

Amostra PH Coloracéo Textura Odor
o ) Amarelo claro, ) ]
Biofilmes de colageno 5 63 Maledvel, macia, Inod
) o , quase i nodoro
suino em glicerina toque sensorial seco e
transparente suave
o ) Amarelo claro, . i
Biofilmes de colageno Maleavel, macia, com
) : : 571 quase togue sensorial seco e Inodoro
suino em propilenoglicol .
transparente grosseiro

(Fonte: Prdprio autor)
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Figura 19: Biofilmes obtidos a partir do colageno suino com tamanho de 90x90mm; a)
biofilme controle com glicerina; b) biofilme controle a com propilenoglicol.

a) b)

(Fonte: Préprio autor)

4.2. Teste de Intumescimento (1i%o)

Para avaliacdo do grau de hidratacéo foi realizado os testes de Intumescimento (li), em
triplicatas, nos biofilmes a partir do coldgeno dos pés de frango e colageno comercial, tanto

com plastificante glicerina, quanto propilenoglicol.

A Figura 20 mostra o li dos biofilmes de colageno dos pés dos frangos, enquanto a
Figura 21 indica os biofilmes controle. Entretanto, ambos colagenos apresentaram indices de
hidratacdo de aproximadamente 99,9%, ndo apresentando diferencas relevantes ao tipo de
colageno utilizado para producéo desses biofilmes. Em relacdo aos plastificantes, também nao

ocorreram alteracGes significantes.



Figura 20
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: demonstragdo gréfica do indice de intumescimento dos biofilmes de colageno dos
pés de frango, com uso de glicerina e propilenoglicol.

oo

+
F$ —e-
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(Fonte: Préprio autor)

Figura 21: demonstracdo grafica do indice de intumescimento dos biofilmes de coladgeno
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4.3. Teste de Transmissdo de Vapor d"agua (TAV)

Os testes de TVA foram realizados nos biofilmes produzidos a partir do colageno dos
pés de frango e coldgeno comercial, ambos com os plastificantes: glicerina e propilenoglicol.
Os resultados sdo demonstrados nas Figuras 22 e 23. Nota-se que independentemente do tipo
do colageno e plastificante utilizado, todos biofilmes apresentam indices de transmissdo de
vapor d"agua aproximadamente entre 1,2 e 1,4 %, favorecendo assim, a passagem de agua entre

as faces do biofilme. As diferengas apresentadas séo irrelevantes quando avaliados em conjunto.

Figura 22: indices obtidos pelo teste de TVA dos biofilmes de coldgeno dos pés de frango,
com uso de glicerina e propilenoglicol.

14

1,2

0,8

TVA (%)

0,6
0,4
0,2

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (horas)

—&— controle —@— biofilme com glicerina biofilme em propilenoglicol

(Fonte: Préprio autor)
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Figura 23: indices obtidos pelo teste de TVA dos biofilmes de colageno comercial, com uso de
glicerina e propilenoglicol.

1,4
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(Fonte: Préprio autor)

4.4. Avaliacdo de custos

Para producdo dos biofilmes se fez necessario a utilizagdo de alguns insumos para
compor a formulagdo (plastificantes/emoliente, por exemplo). Para tanto, os componentes da
formulagdo foram cotados por fornecedores da Industria Farmacéutica: Vital Farma, Deg e
Henrifarma.

A escolha da quantidade de biofilmes para o levantamento do custo de insumos
utilizados na producdo, teve como base a embalagem comercializada de biocurativos que
utilizam em sua formulagéo o colageno comercial FIBRACOL Plus ® que contém 12 unidades.
Os custos para obtengdo dos biofilmes a base de colageno de frango apresentam-se viaveis, com

um valor total que ndo chega a cinco centavos de reais (Quadro 6 e 7).
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Quadro 6: Custo de insumos para Formulacéo | dos biofilmes de coldgeno de frango, com
glicerina em 12 unidades do biofilme.

. Composicéo Peso () Custo
Materiais ] )
(%) 12 biocurativos (R$)
Colageno de
) 10 3 0,000225
pé de frango
Glicerina bidestilada 5 0,15 0,006525
Metilparabeno 0,1 0,3 0,0273
Agua purificada qgsp 100 ml gsp 300 ml 0,0021
Custo total ~ 0,04

(Fonte: Préprio autor)

Quadro 7: Custos de insumos para Formulacao Il dos biofilmes de coladgeno de frango, com
propilenoglicol e em 12 unidades.

o Composicao Peso (g) para Custo
Materiais . .

(%) 12 biocurativos (R$)

Colageno de 10 3 0,000225

pé de rango

Propilenoglicol 5 0,15 0,0078
Metilparabeno 01 03 0,0273
Agua purificada gsp 100 ml qsp 300 ml 0,0021
total = 0,04

(Fonte: Préprio autor)

Para ambas formulacdes, o material que detém o maior custo é o metilparabeno (73-
75%), sequido da glicerina ou propilenoglicol (18-20%), mas mesmo assim, o custo total com

matéria prima ndo excede 0s R$ 0,04 o que demonstra ser bastante promissor a aplicacdo do
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coldgeno de pés de frango, pois reduz bastante o custo com a material usado na producéo dos
biofilmes (Figura 24).

Figura 24: Comparacao de custos dos biofilmes a base de colageno dos pés de frango.

Agua purificada .
Glicerina bidestilada -

Colageno de tarsos de frango |

Insumos

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
Custos (RS)
M Biofilme com propilenoglicol M Biofilme com glicerina

(Fonte: Préprio autor)

Entretanto, quando verificarmos que os pés de frango sdo subprodutos da Inddstria
Avicola, seu valor de venda chega a ser irrisorio, o que torna viavel a producgéo dos biofilmes.
Nos estudos de Almeida (2012) apresentou um indice de lucratividade de 15% sobre as
gelatinas produzidas a partir do colageno dos pés de frango, o que comprova a viabilidade de
producdo de produtos a partir do colageno do frango, assim como, a producéo de biofilmes do

presente trabalho.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E SUGESTOES
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5. CONCLUSOES

Verificou-se que o material seco e pulverizado apresentou uma colora¢cdo amarela e uma
composi¢do com mais de 78% de proteinas. O rendimento da extracdo variou de 1,7 até 8,5%
de colageno sobre a massa inicial dos pés de frango. E a otimizacdo mostrou que € possivel
obter rendimentos acima dos 8,0% quando se usa a concentracdo de acido acético entre 3,000

e 3,682 %, o tempo de operacdo entre 1 e 3h e a temperatura entre 70 e 76,82°C.

Nas caracteristicas organolépticas, apesar de um leve odor caracteristico, o biofilme a
partir do colageno dos pés de frango, quando utilizado com a glicerina apresenta melhores
resultados, pois o material € mais flexivel, com toque sensorial semelhante ao latex. Quando
comparado ao biofilme controle (a base de colageno comercial) difere-se apenas ao odor e
coloracdo. Sendo assim, o colageno dos pés de frango ndo deixa a desejar ao colageno
comercial. Os testes de intumescimento e transmissdo de vapor d"agua garantem a qualidade
do presente estudo, atendendo as expectativas a partir dos resultados gerados na degradacéao e

grau de hidratacéo.

Na analise de custos dos insumos utilizados na obtencéo dos biofilmes, mostrou que o
maior valor fica com o metilparabeno com 75% do custo e em seguida o plastificante (glicerina
e/ou propilenoglicol) com aproximadamente 20% do custo total da formulacdo, obtendo um
valor total de R$0,40 um pacote com 12 unidades. Entretanto, ao comparamos com os valores
dos biocurativos a base de colageno comercial, que sdo vendidos em grandes redes
farmacéuticas, esses podem chegar a um valor final de R$ 130,00, uma embalagem com
30unidades, como o Artrogem Duo® ou R$ 152,00 como ColZen®. Dessa forma, o biofilme

pesquisado nesse trabalho torna-se viavel para producao.

Esse estudo mostrou que é viavel a obtencédo dos biofilmes a partir do colageno de frango,
pois apresentam resultados com qualidade e caracteristicas organolépticas satisfatorias, além
de um rendimento na extracdo de colageno superior aos das literaturas citadas como: Arumuga
et al. (2018) com rendimento de 1,92%, Sionkowska et al. (2015) com 1,5%, Huang et al.
(2016) com 1,23%, Almeida (2012) com 5,33% e Cheng et al. (2009) com 7,3%. Além de
resultados que comprovam sua viabilidade, também nos mostrou que pela otimizacdo de
processo, pode-se padronizar a extragdo do colageno através da combinacgdo de trés fatores,

como: concentracao do &cido, temperatura e tempo de decoccao.
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5.1 Sugestoes para trabalhos futuros

Frente aos estudos desenvolvidos ao longo do presente trabalho deixa-se algumas

sugestdes de temas relevantes que possam ser estudados futuramente, tais como:
e Incorporar aos biofilmes produzidos, farmacos de acdo anti-inflamatéria e/ou
antibiotica para utilizacdo em lesGes teciduais. Apds, fazer os testes “in vivo” desses

biocurativos e avaliar suas aplicacdes nas lesdes.

e Utilizacdo do colageno em involucro de capsula;

e Producdo de cépsulas de coladgeno para fins nutracéuticas;

e Novas formulagfes de gelatina alimenticia com sabores de horteld, erva doce entre

outros.
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