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RESUMO

PROPRIEDADES FI’SICOA-QUI'MICAS, ESTRUTURAIS E TECNOLOGICAS
DE EXTRATOS COLAGENICOS DE DIFERENTES PARTES DO COELHO

AUTORA: Daniela Pedrolo Weber Toniasso
ORIENTADOR: Renius de Oliveira Mello
CO-ORIENTADORA: Rosa Cristina Prestes Dorneles

A cunicultura apesar de ser pouco difundida no Brasil tem ganhado bastante importancia
visto que a carne de coelho é saudavel, possui menor quantidade de gordura, além da
elevada prolificade do animal em curto espaco de tempo e da possibilidade de
aproveitamento dos seus subprodutos. Esses subprodutos muitas vezes ndo séo
aproveitados e sdo destinados incorretamente no ambiente. Sendo assim, a obtencdo do
colageno é uma alternativa promissora para agregar valor aos mesmos. O colageno pode
ser obtido por hidrolise quimica ou enzimatica, sendo que a mais vantajosa e com maior
rendimento é a enzimatica através do uso de enzimas proteoliticas como papaina e
pepsina. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo o isolamento e a
caracterizacdo do colageno da carne, pele e orelha de coelho. Os colagenos extraidos com
pepsina obtiveram um bom rendimento, a estrutura helicoidal tripla permaneceu intacta,
a qual pode ser confirmada pelas analises de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), e pela eletroforese (SDS-PAGE), onde os colagenos
eram constituidos basicamente por colageno tipo I. Quanto as propriedades tecnolégicas,
os colagenos exibiram alta solubilidade em pH &cido e baixa solubilidade em pH elevado
(alcalino), o indice de atividade emulsificante foi maior do que o encontrado para gelatina
de o0ssos bovinos. Além disso, a formacdo de espuma dos colagenos foi relativamente
baixa quando comparada com dados da literatura porém, a sua estabilidade foi alta.
Conclui-se que as matérias primas de coelho estudados podem ser uma fonte viavel para
extracéo de colageno, sendo utilizado como fonte alternativa aos colagenos de bovinos e

suinos, além disso, agregar valor a carne e aos subprodutos da cunicultura.

Palavras-chave: FTIR, pepsina, coelho, colageno, eletroforese.



ABSTRACT

PHYSICAL-CHEMICAL, STRUCTURAL AND TECHNOLOGICAL
PROPERTIES OF COLLAGENIC EXTRACTS FROM DIFFERENT PARTS OF
THE RABBIT

AUTHOR: Daniela Pedrolo Weber Toniasso
ADVISOR: Renius de Oliveira Mello
CO- ADVISOR: Rosa Cristina Prestes Dorneles

Rabbit meat, although not widespread in Brazil, has gained considerable importance since
rabbit meat is healthy, has less fat, in addition to the high prolificity of the animal in a
short time and the possibility of using its by-products. These by-products are often not
used and are sent incorrectly in the environment. Therefore, obtaining collagen is a
promising alternative to add value to them. Collagen can be obtained by chemical or
enzymatic hydrolysis, and the most advantageous and with the highest yield is enzymatic
through the use of proteolytic enzymes such as papain and pepsin. In view of the above,
this study aimed to isolate and characterize collagen in rabbit meat, skin and ear. Collagen
extracted with pepsin obtained a good yield, the triple helical structure remained intact,
which can be confirmed by the analysis of infrared spectroscopy with Fourier transform
(FTIR), and by electrophoresis (SDS-PAGE), where the collagens were constituted
basically by type I collagen. As for technological properties, collagens exhibited high
solubility in acid pH and low solubility in high pH (alkaline), the emulsifying activity
index was higher than that found for bovine bone gelatin. In addition, the collagen
foaming was relatively low when compared to literature data, however, its stability was
high. It is concluded that the studied rabbit raw materials can be a viable source for
collagen extraction, being used as an alternative source to bovine and swine collagen, in

addition to adding value to meat and by-products of rabbit farming

Keywords: FTIR, pepsin, rabbit, collagen, electrophoresis.
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1.INTRODUCAO

A cunicultura é uma atividade estratégica devido a varias caracteristicas, incluindo
ser uma atividade sustentavel, produzir uma grande quantidade de alimentos de alta
qualidade nutricional em um curto espaco de tempo, além da elevada produtividade e
possibilidade de aproveitamento dos seus subprodutos e também da possibilidade de

comercializacdo dos mesmos com idade precoce (MACHADO, 2012).

Quando comparado a outras fontes de carnes como galinha, porco, cordeiro e carne
bovina a de coelho possui menor quantidade de sodio, gordura e colesterol, em funcao
dessas caracteristicas a mesma tem ganhado cada vez mais importancia entre os
consumidores (FORRESTER-ANDERSON et al., 2006).

A producéo de carnes de coelho no Brasil foi de 1.307 toneladas no ano de 2017,
se comparado com o ano de 2010 que teve uma producdo de 1575 toneladas, é possivel
observar que houve uma reducdo na producéo de carne de coelhos no Brasil (FAOSTAT).
No entanto, sabe-se que a maioria desses animais sdo abatidos sem a devida fiscalizacao
e esses registros ndo chegam ao 6rgao de controle, mesmo assim, acredita-se na expansao
da cunicultura brasileira, visto que para criacdo de coelhos é necesséario pouco espaco,
baixo investimento, aproveitamento de praticamente toda a carcaca, sendo estes 0s
principais pontos positivos para implantacdo da atividade cunicula em pequenas
propriedades (MACHADO & FERREIRA, 2011; XICCATO, 1999).

Muitos dos estudos disponiveis na literatura tem abordado a obtengéo de coldgeno
de vérias fontes de animais, sendo na maioria pescados (ARUMUGAM et al., 2018;
BHUIMBAR et al., 2019; LIU et al., 2015; WANG et al., 2018; ZHANG et al., 2016). A
busca por diferentes fontes de extracdo de coldgeno € uma alternativa ao colageno bovino
em virtude de algumas doencas infecciosas dos mesmos como a Encefalopatia
espongiforme bovina (BSE) e a febre aftosa; além da substituicdo do colageno suino

devido as questdes religiosas nos paises de religido mugulmana

No Meéxico, os produtores de coelho tém enfrentado uma problematica com o
manejo de residuos desse animal, como uma alternativa Martinez-Ortiz et al. (2015)
utilizou a pele do coelho para extracéo de coldgeno como uma forma de melhor utilizac&o
desse tipo residuo. Sendo assim, os subprodutos oriundos da cunicultura, como pele,

orelha e também o seu produto nobre como a carne séo ricos em proteina, podendo ser

12



usados como fonte alternativa aos coldgenos de bovinos, suinos, aves e peixe, agregando

valor aos subprodutos e a carne, reduzindo assim a poluigédo ambiental.

O colageno e seus derivados podem ser obtidos dos subprodutos de diferentes
fontes de animais como por exemplo, de aves, peixes, coelhos, etc. Os mesmos podem
ser obtidos por hidrdlise quimica ou enzimatica, sendo que a enzimatica € mais
promissora devidos ao uso de enzimas como pepsina, papaina, etc; que melhoram o

rendimento final de colageno e o seu valor nutritivo e funcional (MARTINS et al., 2009).

Existem poucos estudos disponiveis na literatura sobre a obtencéo e caracterizacéo
de colagenos dos subprodutos e da carne provenientes do processamento de coelhos,
sendo assim o estudo dos mesmos € muito importante podendo ser uma alternativa de
extracdo de colageno com ampla disponibilidade, visto que o animal possui elevada
prolificidade, em curto espaco de tempo, bem como uma alternativa de agregacao de valor
e melhor utilizacdo dos subprodutos provenientes da cunicultura. Alguns estudos
encontrados foram direcionados a pele do coelho. Em funcdo disso, este estudo teve como

objetivo a caracterizacdo e obtencao de coladgenos da carne, pele e orelha de coelho.

13



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Isolamento e caracterizacdo do colageno da carne, pele e orelha de coelho

(Oryctolagus cuniculus) através de extracdo enzimatica.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as diferentes matérias primas gerados no processamento de coelho
(carne, pele e orelha).

Obter os colagenos por extracdo enzimatica com pepsina;

Caracterizar os extratos de colagenos de coelho obtidos;

Avaliar as propriedades tecnoldgicas dos extratos de colagenos de coelho.

14



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo serd apresentada a fundamentac&o tedrica e a revisdo bibliografica
sobre os subprodutos do processamento de coelho; sobre a produgcdo mundial e brasileira
de coelhos; os métodos de extracdo; obtencdo do colageno utilizando pepsina e alguns

estudos disponiveis na literatura sobre coldgeno extraido de diferentes fontes.

3.1 Producdo mundial e no Brasil de carne de coelho

A producdo de coelhos no Brasil apresenta-se em fase de desenvolvimento,
conforme os dados da FAO (2011), o mesmo ja produziu aproximadamente 1.575
toneladas de carne de coelho, ficando em 322 lugar em relacdo a outros paises produtores.
No ano de 2017, segundo dados da FAQ, esse valor diminuiu para 1307 toneladas. Um
dos motivos para essa queda é o habito cultural do brasileiro que ndo visualiza o coelho

como um animal de producéo e sim como animal de estima¢cdo (MACHADO, 2012).

Além disso, conforme dados da FAOSTAT (2014), o efetivo mundial de coelhos
em 2002 foi de 714.597 cabecas, em 2012 o efetivo de coelhos foi de 877.199 cabecas
abatidas. Ja no ano de 2017, observou-se que esses valores cresceram cada vez mais, onde
o efetivo de coelhos foi de 971.951 cabecas abatidas (FAO). Além disso, no ano de 2012,
a producao mundial de carne de coelho foi de 1.295.871 toneladas e em 2017 a producéo
foi ainda maior, totalizando 1.482.441 toneladas de carne (FAOSTAT).

Os continentes Asiatico e Europeu, sdo 0s paises com o maior destaque no
efetivo dos rebanhos de coelhos, onde apresentam 73,4%, e 19,6 % da producgdo
mundial, respectivamente. O pais com maior producdo de coelhos € a China, com
cerca de 542.271 mil cabecas, chegando a 849.150 toneladas de carne produzidas em
2016 (FAOSTAT, 2016). Em 2017 esses valores aumentaram, apresentando uma
producdo de 584.849 mil cabecas, e 931.834 toneladas de carne. A China, aléem de
possuir a maior populacéo de coelhos, tambem é considerada o maior produtor de carne
de coelho (MACHADO, 2012).

Segundo Ferreira et al.(2012), a falta de pesquisas, de programas de melhoramento
genético e incentivos governamentais sdo alguns fatores limitantes & produgéo de coelhos

no Brasil.

15



3.2 Subprodutos do processamento de coelho

A grande producéo de residuos e subprodutos de origem animal, constitui-se num
problema ambiental, principalmente, em sistemas de confinamentos. Estes quando
depositados em locais inadequados podem resultar na contaminacao dos solos e das dguas
(ECKHARDT, 2011; MORALES, 2011).

No Brasil, ha uma escassa exploracdo dos subprodutos dos coelhos, segundo
Machado & Ferreira (2014) a maioria dos cunicultores ndo tem espaco para estocar as
peles dos animais, o0 grau de aproveitamento € muito abaixo do desejado, e para ocorrer

uma exportacao desses materiais, ainda ha problemas de logistica.

A possibilidade do aproveitamento de subprodutos do abate é uma alternativa
para agregar valor, pois através da carcaca do coelho, pode-se aproveitar praticamente
tudo. O sangue pode ser utilizado para producédo de soro com grande aplicacdo na
biotecnologia, do cérebro pode ser utilizado a tromboplastina, a qual € um importante
produto para coagulacdo sanguinea, das patas podem ser obtidos adornos, da pele
utiliza-se para a industria de roupas € o couro € muito apreciado para producdo de
outros apetrechos da vestimenta como sapatos, carteiras e cintos (MACHADO;
FERREIRA, 2011). Assim, além da carne, pele e pelos, é possivel a comercializacdo de

outras partes também, como o cérebro, orelhas, carcaca e o esterco (SILVA, 2017).

Devido a busca por uma producdo mais sustentavel, a valorizacao de subprodutos
industriais tem sido um dos assuntos de grande interesse da atualidade (PRESTES, 2013).
A crescente valorizacdo de subprodutos industriais para producgédo de colageno é uma das
principais razdes para efetuar a extracdo de diferentes espécies de animais (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011). Os subprodutos do abate de coelho como orelha e pele possuem
um alto teor de proteinas, tornando-o uma alternativa promissora para obtencdo de
colageno, agregando valor aos subprodutos e a carne de coelho, dado que os colagenos

possuem elevado valor comercial.

3.3 Coelho (Oryctolagus cuniculus)

O coelho é um mamifero da ordem dos Lagomorfos, pertencente a familia
Leporidae, de origem europeia, de onde derivam as diversas racas e hibridos comerciais
existentes, e pertencentes ao género Oryctolagus e a espécie cuniculus, caracteriza-se por

possuir dois pares de incisivos no maxilar (tém apenas um par de incisivos na mandibula),
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caracteristica comum a todos os lagomorfos e que os difere em termos de denticdo dos
roedores (LOPES, 2017).

O coelho é um animal, que apresenta algumas vantagens bioldgicas interessantes,
como adaptagdo ao consumo de alimentos fibrosos por ser herbivoro, possui também um
ciclo de vida curto e muito prolifero. Ele é considerado um étimo produtor de carne
saudavel com baixo teor de gordura e colesterol, este possui um elevado teor de proteina
de alta digestibilidade, apresentando um bom rendimento de carcaca (cerca de 60% com
a cabeca), além de ser um fornecedor de pele muito procurada e apreciada no mercado
internacional (FERREIRA et al., 2012).

Além disso, em comparacdo com outras espécies de carnes, a carne de coelho é
rica em aminodcidos essenciais para 0 nosso organismo como lisina (2,129/100g),
treonina (2,01g/ 100g), valina (1,19g/ 100g), isoleucina (1,15g/ 100g) e fenilalanina
(1,049/ 100g), em funcéo disso a quantidade de aminoacidos essenciais combinado com
a facil digestibilidade conferem um maior valor biol6gico a proteina da carne de coelho.
(DALLE ZOTTE, 2004; DALLE ZOTTE, 2014). A carne de coelho também possui um
baixo teor de sddio, o que torna uma excelente op¢do de consumo na dieta de pessoas que
sofrem de hipertensdo, além disso, possui excelente relacdo ®»3/w6 representando uma
Otima opcao para pessoas que buscam uma dieta saudavel com baixo conteddo calérico
(DALLE ZOTTE, 2002; DALLE ZOTTE, 2014).

A cunicultura voltada para producdo de carne ainda é pouco difundida no Brasil
devido aos habitos culturais dos brasileiros, os quais sao resistentes ao consumo de carnes
diferentes. Além disso, a pouca oferta de carne de coelho no mercado eleva o custo de
producdo e a restricdo do mercado (FERREIRA et al., 2012). J4 a cunicultura Pet, ou seja,
para serem animais de companhia e estimacao tem crescido cada vez mais (MACHADO,
2012).

3.4 Colageno
O colageno é a proteina dominante no tecido conjuntivo podendo ser encontrado
sob varias formas em tecidos de todas as espécies de organismos multicelulares,
exercendo diversas fungdes (DAMODARAN et al., 2010; SHIMOKOMAKI et al., 2006).
O mesma pode ser encontrada principalmente ao longo do corpo como nos 0SSos,
cartilagem, tenddes, pele, veia, dentes e musculos, sendo um ingrediente funcional
importante para a producdo de gelatina e colageno (DAMODARAN et al., 2010). E um
17



produto de alto valor e tem sido fonte de investigacdo para uso industrial devido a sua
abundancia no tecido de animais como bovinos, suinos, caprinos, ovinos, peixes, anfibios,
entre outros (FAUZI et al., 2016; KRISHNAMOORTHI et al., 2017; MASILAMANI et
al., 2016).
O colageno pode ser classificado como estriado (fibroso), ndo fibroso
(formador de rede), microfibrilar (filamentoso) e associado as fibrilas. A unidade basica
do colageno é o tropocolageno que é formado por trés cadeias de polipeptideos que se
entrelacam em formato helicoidal formando uma molécula linear com 180 nm de
comprimento, 1,4 a 1,5 mm de largura e massa molecular de 360.000 Da (DEMAN,
1999). As moléculas de tropocolageno sao estabilizadas pelas interacGes hidrofdbicas e
eletrostaticas (DAMODARAN et al., 2010).

Frequentemente, o colageno € constituido basicamente de 33% de glicina, 12% de
prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de hidroxilisina e pequenas
quantidades de aminoacidos polares carregados positivamente e negativamente (ROSS;
PAWLINA, 2010). De modo geral, uma unidade tripeptidica, glicina-X-prolina ou
glicina-X-hidroxiprolina, forma a sequéncia de aminoacidos no colageno, onde X pode
ser um dos 20 aminoacidos-padrdo (SILVA; PENNA, 2012).

Atualmente, j& foram identificados um total de vinte e nove variantes de coldgeno
(WANG et al., 2014). Estudos mostram que as propriedades funcionais do colageno, tais
como suas propriedades gelificantes e formadoras de filme, superficie de comportamento
e microencapsulacdo, se diferem nos diferentes tipos de colageno existentes (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

O colégeno tipo | que também é chamado de colageno nativo ou tropocolageno é
0 mais abundante e esta presente na pele, tenddes, ligamentos e 0sso0s. Sua composi¢do
de fibras espessas confere rigidez, elasticidade e boa resisténcia mecéanica aos tecidos
(OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002; RICARD-BLUM, 2011).

Ja as fibrilas de colageno tipo Il correspondem a 80% do conteudo de colageno
total e estdo de forma predominante e caracteristica na cartilagem hialina. Além dessas,
0s colagenos tipos 1X e X1 também estdo presentes nas cartilagens (GELSE et al., 2003;
MENDELER et al., 1989;).

Enquanto o colageno do Tipo IlI, tem uma relacdo direta com a idade: sendo que
uma pele muito jovem pode conter até 50% do mesmo, no entanto, com o passar do
tempo, pode ser reduzido para 5 a 10%. Os outros tipos de colageno estdo presentes

apenas em quantidades bem reduzidas, principalmente em Orgdos especificos, como
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laminas basais, cornea, muasculo do coracdo, pulmdo e mucosa intestinal (KARIM,;
BHAT, 2009; SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

Os colagenos tipo V e XI existem em varios tecidos, o colageno tipo V forma, de
modo geral, heterofibrilas e o coldgeno tipo Xl participa da cartilagem articular de
humanos. O colageno tipo VI possui fibrilas com filamentos finos e pertence ao grupo de
colageno microfibrilar contribuindo para integridade da epiderme (BIRK, 1988;
FESSLER et al., 1986; GELSE et al., 2003; RICARD-BLUM, 2011).

O colageno tipo IX representa 1% do total de colageno da cartilagem articular e
estd presente em todas as cartilagens hialinas, bem como o colageno tipo XVI.
Identificado em cartilagem articular de suinos e em esterno de aves, o colageno tipo IX
foi denominado de tipo M, sendo considerado responsavel por contribuir com a formacao
do colageno tipo Il da cartilagem e do corpo vitreo (GELSE et al., 2003;
SHIMOKOMAKI et al., 1981).

Recentemente tem crescido o interesse pelo processo de extracdo do colageno e
seus derivados devido a tendéncia de utilizacdo dessa proteina em substituicdo aos agentes
sintéticos nos mais diversos processos industriais e também pela possibilidade da
valorizacdo dos subprodutos provenientes do abate de animais (GOMEZ-GUILLEN et
al., 2011; KARIM; BHAT, 2008; PRESTES, 2013).

No quadro 1 é podemos observar os tipos e a distribuicdo tecidual do colageno no

organismo de mamiferos
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Quadro 1 — Tipos de colagenos e sua distribuigédo

Tipos de colageno

Distribuicdo

Referéncias

Musculos, pele, tenddes,
ligamentos, 0ssos, tecidos

conjuntivos

LOSSO; OGAWA, 2014; OLIVO;
SHIMOKOMAKI, 2002; RICARD-
BLUM, 2011; VON DER MARK,
1981; BIRK, 1988; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008.

Cartilagens (hialina, elastica e
fibrosa), corpo vitreo e nucleo

pulposo

MENDELER et al., 1989; GELSE et al.,
2003; LOSSO; OGAWA, 2014, VON
DER MARK, 1981; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008

Pele, musculos; fibras do
intersticio, da derme, veias,
figado, baco, tecido dos pulmdes

e vasos sanguineos

LOSSO; OGAWA, 2014; VON DER
MARK, 1981; GELSE et al., 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008.

LOSSO; OGAWA, 2014; VON DER

v Mdasculos; membranas basais MARK, 1981; GELSE et al., 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008.
Tecidos conjuntivos, peles, BIRK, 1988; GELSE et al., 2003;
tecidos fetais, cornea, RICARD-BLUM, 2011; CHUNG,;
v cartilagens e 0ss0s; UITTO, 2010
BIRK, 1988; FESSLER et al., 1986;
VI Epiderme, cartilagem, GELSE et al., 2003; RICARD-BLUM,
placenta, pulmdes 2011
IX Cartilagens hialinas e cornea MENDELER etal., 1989; GELSE etal.
2003; RICARD-BLUM, 2011
Tecidos conjuntivos, peles, | LOSSO; OGAWA, 2014; GELSE et al.,
cartilagens e 0ssos, cartilagem 2003; FESSLER
X articular etal., 1986; RICARD-BLUM, 2011.
SHIMOKOMAKI et al., 1981; GELSE
XVI Cartilagens hialinas et al., 2003.

Fonte: Daniela Pedrolo Weber Toniasso.
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3.5 Obtencdo de colageno

O colégeno pode ser isolado através de diferentes méetodos de extragdo como
utilizando um sal neutro ou alcalino, &cido acético, &cido propiénico ou meio enzimatico.
O método de extracdo mais utilizado € o &cido e o enzimatico (KRISHNAMOORTHI et
al., 2017; MASILAMANI et al., 2016; ZEUGOLIS; RAGHUNATH, 2011) ou uma
combinacdo desses dois para aumentar a eficacia da extracdo obtendo-se um maior
rendimento final na extragcdo do coladgeno (FAUZI et al., 2016; MURALIDHARAN et
al., 2013). A extracdo 4cida e a alcalina sdo mais trabalhosas, requerendo temperaturas
mais elevadas (chegando ate 75 °C), além de periodos mais longos; enquanto que a acida
e enzimatica é caracterizada por um periodo de até 192 horas para obtencéo do colageno
e diversos reagentes quimicos como: NaOH, &cido acético, pepsina e NaCl (HUANG et
al., 2016).

Primeiramente, antes da extracdo € realizado um pré-tratamento da amostra com
0 objetivo de remover a gordura, proteinas ndo colagenosas, célcio e 0 maximo de
impurezas sem que haja a desnaturacéo proteica. A purificacdo pode ser realizada através
de precipitacdo salina, dialise e métodos cromatogréaficos (ZEUGOLIS; RAGHUNATH,
2011).

Liang et al. (2014) isolaram e caracterizaram o colageno da cartilagem do esturjdo
Amur (Acipenser schrenckii) através de uma extracdo em solucéo salina, &cido acético e
posteriormente extracdo com pepsina, os rendimentos obtidos foram de 2,18%, 27,04% e
55,92%, respectivamente. Todos os colagenos isolados mantiveram a estrutura de tripla
hélice e eram compostos principalmente por colageno tipo | e Il. A andlise de FTIR
indicou mais ligacGes de hidrogénio no colageno soltvel em &cido e no colageno soluvel
em pepsina mais liga¢bes cruzadas intermoleculares. Os diferentes colagenos também
apresentaram algumas diferencas na estabilidade térmica, que poderia ser atribuido ao
nivel de hidratacdo, o nimero e natureza das ligagdes cruzadas covalentes.

Zhou et al. (2016) extrairam colageno soluvel utilizando cloreto de sodio (sal),
acido acético e pepsina de pés de galinha, o rendimento obtido foi de 1,13, 14,49 e
49,10%, respectivamente. Todos os colagenos apresentaram estrutura helicoidal tripla
intacta e topografia de superficie similar. O colageno soltvel em pepsina mostrou maior
estabilidade térmica e maior grau de hidrolise em relagdo aos demais.

Singh etal. (2011) extrairam colageno soltuvel em meio acido (ASC) e em pepsina
(PSC) da pele de bagre listrado (Pangasianodon hypophthalmus), e o rendimento do

colageno foi de 5,1% e 7,7%, respectivamente. Tanto ASC como PSC foram
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caracterizados como colageno do tipo I, a analise de FTIR para ambos foi quase
semelhantes e a hidrélise de pepsina ndo teve efeito marcado na estrutura tripla-helicoidal
do colégeno. Além disso, os mesmos apresentaram maior solubilidade em pH &cido.

Muralidharan et al (2013) extrairam colageno solGvel em acido e em pepsina, a
partir de 0ssos, pele e musculos do peixe jaqueta de couro. Os melhores rendimentos
foram para extracdo com pepsina. O muasculo apresentou um rendimento de 21% quando

extraido s6 com acido e aumentou para 28% quando foi extraido com a pepsina.

No Quadro 2, pode-se observar alguns estudos que avaliaram a obtencdo do
coldgeno partir de diferentes matérias-primas, pré-tratamentos, procedimentos de
extracao e diferentes tipos de caracterizacdes.
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Quadro 2: Alguns estudos que mencionaram a extracdo de colagenos disponiveis na literatura

anguillicaudatu)

(p/v), durante 24 h.
Lavagem com agua
fria até pH neutro.

PSC- extragdo com 20 vol.
de acido acético a 0,5 mol
/L contendo 5% (p /v) de

pepsina por24ha4°C.

Perfil de aminoacidos
Dicroismo circular (CD)
Potencial Zeta

MAIIFEFI\:"\A"A ~ | PRE-TRAMENTO EXTRACAO CARACTERIZACAO REFERENCIA
Desengorduramento ExtragOes consecutivas Redmetro: Calorimetria
com NaOH 0,1 M, com &cido acético 0,5 M exploraté;ia diferencial )
1:10 (p/v),por6he | por48h, NaCl 2,6 M em DSC): Eletroforese em MARTINEZ-
Pele de Coelho descalcificacéo acido acético0,5M e ( | de voliacrilamid ORTIZ et al.,
EDTA 0,5 M, 1:10 pepsina a uma ge' de polacrilamida 2015
« (SDS-PAGE); Perfil de
(p/v), por 40 h, concentracdo de 1 g/L aminoacidos:
ambos a 4 °C. durante 24 h ’
ASC-Extragdo com
3 solucdo de acido acético Eletroforese em gel de
Rerpqgao das 0,5 M por 3 dias sob poliacrilamida (SDS-
proteinas nao agitacdo continua. PAGE)
Mﬁn\%ldzlr_igla colagenosas com PSC-extracdo com &cido Perfil de aminoéacidos COZZZO?(Set al,
vuig NaOH 0,IM por 2 | acético 0,5 M com pepsina | Calorimetria exploratoria
dias a0,1% (p/ v) por 3 dias a diferencial (DSC)
4 ° C sob agitacédo FTIR
continua. Solubilidade
Remocéo das ASC-extracdo com acido Eletroforese em gel de
proteinas ndo acético 0,5 mol / L na poliacrilamida (SDS-
Pele de loach colagenosas com proporcéo de 1:20 (p/v) PAGE) WANG et al,
(Misgurnus NaOH 0,1 M, 1:20 por 24h a4 ° C. FTIR 2018




Ossos, peles e
tenddes de peés de

Lavagem com 10
volumes (v/m) de
etanol a 20% por 24
h para descartar

Extracdo com 10 volumes
de &cido acético 0,5 M

Eletroforese em gel
(SDS-PAGE)
Espectroscopia de

por 72h.
Lavagem com agua
destilada e em
seguida foi realizada
a descalcificacao
com 10 volumes de
solucédo de 0,5 mol
L de EDTA-2Na
(pH =7,5) por 5
dias.

(Amresco, EUA) (20 U g
0ss0s) com uma relagéo
solido/solvente de 1:10
(p/v) a4 ° C por 3 dias

com agitacao.

gordura e pigmentos. | contendo pepsina a 5% (m/ infravermelho com KIM et al,
pato Tratamento com 10 m) por 24h transformada de Fourier 2016
volumes de NaOH (FTIR)
0,2 N por 24 h para Calorimetria exploratoria
remover substancias diferencial (DSC)
ndo colagenosas
Remocéo das
proteinas ndo ASC-extracdo com acido Eletroforese em gel
colagenosas com acetico 0,5 mol / L na (SDS-PAGE)
NaOH 0,1 M, 1:10 proporcéo de 1:10 (p/v) Espectroscopia de
(p/v), durante 48 h. por 3dias. infravermelho com
Desengorduramento | PSC- extragdo com &cido | transformada de Fourier
Ossos de Ovinos com 10 volumes de acético 0,5 mol L™* (FTIR) GAO et al,
alcool butilico 10% contendo pepsina suina Perfil de aminoacidos 2018

Calorimetria exploratoria
diferencial (DSC)
Potencial zeta

Fonte: Daniela Pedrolo Weber Toniasso.
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3.6 Aplicacédo do colageno

O colageno possui diversas aplicagdes na industria farmacéutica, cosmética, e
fotogréfica e na area de alimentos, ultimamente, tém aumentado as aplicacBes de
colageno como agente espumante, agente emulsificante, agente de liga, estabilizante,
encapsulamento de micro-organismos e capacidade de formacéo de filmes e biofilmes
(DENIS et al., 2008; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; KIM; MENDIS, 2006).

A utilizagdo de colageno vem de encontro com a tendéncia de consumo de
alimentos com maior apelo nutricional e com a substituicdo parcial ou total de gordura e
carboidratos por ingredientes funcionais (MICHELINI et al., 2007).

O colageno tem sido bastante explorado para usos na inddstria de alimentos devido
seu grande potencial de aplicacdo, 0 mesmo possui diversas propriedades como: extensor,
umidificante, emulsificante e melhorador de textura e valor nutritivo dos alimentos. Na
industria de carnes, as diversas funcionalidades do colageno poderiam ser melhores
aproveitadas em produtos reestruturados e emulsionados, conferindo um melhor
desempenho tecnoldgico e econémico (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002).

Na industria de processamento alimenticio, o colageno e/ou seus fragmentos
peptidicos também podem ser utilizados na preparacdo de alimentos e bebidas, com a
finalidade de melhorar a elasticidade, consisténcia e estabilidade dos produtos,
aumentando a qualidade e valor nutricional dos produtos (HASHIM et al., 2015).
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EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO COLAGENO DA CARNE, PELE E
ORELHA DE COELHO

Artigo em fase final de revisdo para ser submetido a Revista International Food
Chemistry

(Formatado conforme as normas da revista)

26



COLAGENO DE COELHO

Extracdo e caracterizacdo do colageno da carne, pele e orelha de coelho

Daniela Pedrolo Weber Toniasso'*, Camila Giacomelli 1, Ernesto H. Kubota?, Rosa C.
P. Dornelles t, Berilo de Souza Brum Junior?, Renius O. Mellot

Scientific section: Processing and Products

1 Federal University of Santa Maria, Department of Food Science and Technology,
2 Federal Institute of Education Science and Technology Farroupilha Campus Julio de

Castilhos( IFFAR), RS-527, s/n, 98130-000, Distrito de S&o Jodo do Barro Preto, Jalio
de Castilhos - RS, Brazil

Avenida Roraima, 1000, 97105-900, Camobi, Santa Maria RS, Brazil.

*Corresponding author: Daniela Pedrolo Weber Toniasso. Address: Palma, 8° Distrito,
RSC 287, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, Tel: +55 55 9 96725052.

E-mail: danielapedroloweber@gmail.com

27



Resumo: A carne, pele e orelha de coelho foram usadas para obtencdo dos colagenos,
agregando valor aos mesmos. O objetivo deste estudo foi a obtencéo e caracterizacdo do
coldgeno da carne, pele e orelha de coelho. Os extratos de coldgenos da carne, pele e
orelha apresentaram um rendimento de 9,05%, 24,4% e 23,8% em base seca. A analise
de SDS-PAGE demostrou que os colagenos sdo constituidos principalmente de colageno
tipo 1, e os espectros de FTIR demostraram picos caracteristicos de amida A, B, I, 11 e 111,
além disso os colagenos demostraram maior solubilidade em pH éacido. A capacidade de
formacéo de espuma dos colagenos foi baixa quando comparadas com alguns dados da
literatura, mas a estabilidade da espuma foi alta. O indice de atividade emulsificante para
carne, pele e orelha foi de 44,7 m?/g, 46,6 m?/g e 48,2m?/g, respectivamente, esses
resultados foram superiores ao encontrado para gelatina de 0sso bovino. Assim, conforme
os resultados, a carne, pele e orelha de coelhno mostraram ser uma fonte viavel para
extracao de colageno, sendo uma alternativa ao colageno bovino e suino, agregando valor

a essas matérias primas.

Palavras-chave: Pepsina; FTIR; Eletroforese; coelho; rendimento.
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1.Introducéo

O aumento da producao de produtos processados a base de carne tem gerado um
aumento significativo na geracéo de subprodutos, como visceras, cabecas, pés, e pele, por
exemplo, no qual sdo na maioria utilizados na producéo de racdo animal. Entretanto, os
mesmos contém quantidades significativas de proteinas, como o colageno, que podem ser
utilizados na industria alimenticia agregando valor a esses subprodutos (Araujo et al.,
2018).

O colégeno é a proteina dominante no tecido conjuntivo podendo ser encontrado
sob vérias formas, em tecidos de todas as espécies de organismos multicelulares,
exercendo diversas funcdes, e isso representa cerca de 30% do total de proteinas no corpo
animal (Shimokomaki, Olivo, Terra & Franco, 2006; Damodaran, Parkin & Fennema,
2010; Birk & Bruckner, 2005), ele pode ser encontrado ao longo do corpo como 0sso0s,
cartilagem, tendGes, pele, veia, dentes e musculos, sendo um ingrediente funcional
importante para a producdo de coladgeno e gelatina (Damodaran, Parkin & Fennema,
2010).

Atualmente, na literatura ja foram identificados 29 variantes de colageno sendo
gue cada uma difere consideravelmente na sequéncia, estrutura e funcéo dos aminoacidos,
mais provavelmente associadas a variantes genéticas especificas (Liu, Liang, Regenstein
& Zhou, 2012). Dentre eles, o colageno do tipo | é o mais abundante e compreende cerca
de 90% do colageno do corpo humano, sendo encontrado principalmente na pele, tendao,
0ss0, ligamento e cdrnea (Willard, Drexler & Das, 2013; Xiong, Ghosh & Hiller, 2009).

O colageno tem sido amplamente utilizado nas industrias de alimentos, para
materiais biomédicos, produtos farmacéuticos e cosméticos (Sinthusamran, Benjakul,
Kishimura & Zhou, 2013). As principais fontes de colageno sdo provenientes de peles e
0ssos de bovinos e suinos, no entanto, o risco do surto de algumas doengas como a
encefalopatia espongiforme bovina (BSE), encefalopatia espongiforme transmissivel
(EET) e a febre aftosa, assim como restrigdes religiosas dos suinos (Jeevithan, Wu,
Nanping, Lan & Bao, 2014), levaram o0s pesquisadores e usudrios de colageno
encontrarem diferentes fontes de extracdo (Jongjareonrak, Benjakul, Vesessanguan,
Nagai & Tanaka, 2005; Nagai, Tanoue, Kai & Suzuki, 2014; Kaewdang, Benjakul,
Kaewmanee & Kishimura, 2014; Kittiphattanabawon, Benjakul, Visessanguan,

Kishimura & Shahidi, 2010). Sendo assim, muitos estudos estdo sendo conduzidos para
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caracterizar o colageno provenientes de diferentes fontes e avaliar sua funcionalidade com
diferentes métodos de extracdo (Lin & Liu, 20064, Lin & Liu, 2006b; Wang et al., 2014).
Muitos subrodutos ja foram estudados, entre eles estdo, pés de galinha (Cheng, Hsu,
Chang, Lin & Sakata, 2009), pericardio bovino (Santos et al., 2013), pele de peixe-gato
do canal (lIctalurus punctatus) (Tan & Chang, 2017), pele de péra (Misgurnus
anguillicaudatus) (Wang, Pei, Liu & Zhou, 2018), pele de peixes chatos (Paralichthys
olivaceus) (Song, Jung, Kim, Kim & Lee, 2018), pele de peixes (Brama australis)
(Sionkowska, Kozlowska, Skorupska & Michalska, 2015), 0ssos, peles e tenddes em pés
de pato (Kim et al., 2016), pele de tubardo bambu de faixa marrom (Chiloscyllium
punctatum) (Kittiphattanabawon, Benjakul, Visessanguan, Kishimura & Shahidi, 2010).
Com base nos dados da literatura, existem poucos estudos sobre os subprodutos oriundos
da cunicultura como pele e orelha e também da carne de coelho para obtencdo de
coléageno.

Assim, o objetivo desse estudo foi isolar e caracterizar o colageno soltvel em

pepsina da carne, pele, orelha.

2. Material e métodos

As matérias-primas como orelha, pele e carne foram obtidas através de uma
parceria com o Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia de Farroupilha -
Campus Jalio de Castilhos. Os coelhos usados nesse experimento eram da raca Nova
Zelandia Branco e foram abatidos com 90 dias de idade. A matéria-prima foi armazenada

sob congelamento em freezer (Metalfrio, VF50F) a -22 °C.

2.1 Caracterizacdo da matéria-prima

Para caracterizacdo das matérias primas foram realizadas as seguintes
determinacfes: pH (determinacdo eletrométrica, 943.02), lipidios (extracdo direta em
Soxhlet, 920.39), proteinas (método Kjedahl, 981.10, fator de conversdo 6,25), umidade
(em estufa a 105 °C, 950.46), cinzas (incineragdo a 550 °C, 920.153), seguindo
metodologias da AOAC (2016).

2.2 Hidroxiprolina
A quantificacdo da hidroxiprolina foi determinada pelo método colorimétrico

descrito por Kolar (1990). As amostras foram pesadas e hidrolisadas em acido sulfurico
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3,5M em estufa de circulagéo de ar por 16h a 103°C. Em seguida foram filtradas, diluidas
e oxidadas com cloramina T. Apos a adi¢cdo de 4-dimetilaminobenzaldeido, uma cor

vermelho-purpura é desenvolvida, que é medida no espectrofotdmetro a 558nm.

2.2 Obtencédo dos colagenos

Pré-tratamento

Carne, Pele, Orelha

U

NaOH 0,1 M 1:20 (w/v), por 48h (troca de
solucdo a cada 12h a 4°C)-> Carne

NaOH 1% 1:20 (w/v), por 48h (troca de
solucdo a cada 12h a 4°C)-> Orelha e Pele

U

Alcool butilico 10% 1:10 (w/v) por 48h
(troca de solucdo a cada 12 h) a 4°C

Extragdo do colageno

Residuo da pele, carne e orelha preé-
tradada

{J

Extracdo com pepsina em acido acético
0,5 M 1:15 (w/v), por 4 dias a 4°C

U

Filtracdo através de tecido de algodéo.

U

Precipitacdo por NaCl até a
concentragéo final de 2,6 M em 0,05 M
de tris (hidroximetil) aminometano, pH

7.5.

U

Centrifugacgéo a 20.000 xg por 30 min a
4°C

U

Diélise com acido acético 0,1 M e agua
destilada por 2 dias (ambos com troca de
solucdo a cada 12 h) a 4°C.
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2.3 Pré-tratamento

O pré-tratamento da carne, orelha e pele de coelho foi realizado adaptado da
metodologia de Li et al. (2013) e Duan, Zhang, Du, Yao, & Konno (2009) adaptada. As
proteinas ndo colagenosas da carne foram removidas com solucao de hidréxido de sodio
(NaOH) 0,1M por dois dias, com razdo amostra/solucdo alcalina 1:20 (p/v), com troca da
solucdo a cada 12 horas. Ja as proteinas ndo colagenosas e os pelos da pele e orelha foram
removidos com NaOH 1% por dois dias, com razdo amostra/solucdo alcalina 1:20 (p/v),
com troca da solugéo a cada 12 horas. A gordura foi removida utilizando uma solugéo de
alcool butilico 10% por dois dias, com razédo solido/solvente de 1:10 (p/v), com troca do
solvente a cada 12 horas. Todos os processos foram realizados sob agitacdo em
Incubadora Shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm e 4 °C.

2.4 Extracao enzimatica

Apos o pré-tratamento da carne, pele e orelha os colédgenos foram extraidos com
pepsina seguindo a metodologia proposta por Kittiphattanabawon, Benjakul,
Visessanguan, Kishimura & Shahidi (2010) adaptada. Foi adicionado acido acético 0,5
M, contendo a enzima pepsina (extraida da mucosa gastrica porcina, em po6, >400
unidades/mg de proteina, Alphatec), na propor¢do 1:1,5 enzimas/proteinas, com razdo
solido/solvente de 1:15 (p/v) em Erlenmeyer. A solucdo foi agitada constantemente em
Incubadora Shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm e 4 °C por 4 dias.

Em seguida foi realizada a filtracdo, e os colagenos foram precipitados na
presenca de 0,05 M de tris (hidroximetil) aminometano, em pH 7,5, através da adicdo de
NaCl até concentracdo final de 2,6 M. Os colagenos precipitados foram centrifugados a
10.000 rpm por 30 minutos, em centrifuga refrigerada (Centrifuga Eppendorf 5804/5804
R) a 4 °C, posteriormente foi realizada a dialise em membrana de celulose (Typical
molecular weight cutoff 14.000 KDa, Sigma, St. Louis, USA), com acido acético 0,1 M
por dois dias e &gua destilada por dois dias, ambos a 4 °C sob agitacdo, com troca da
solucdo a cada 12 horas. Apos todo o processo de extracdo do colageno, foi congelado
em freezer (Metalfrio, VF50F) a -22 °C e liofilizado em liofilizador (Terroni, LS 3000,

Séo Carlos, Brasil).

2.5 Rendimento
O rendimento do colageno foi calculado com base no peso umido e seco do

material:
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Rendimento (massa/massa) %:

Peso do colageno liofilizado(g) x100

% = — —
Peso inicial(Uimido ou seco) dos extratos colagénicos de coelho (g)

2.6 Caracterizacgao do colageno

2.6.1 Composicéo centesimal

Foram determinados lipidios (920.39), proteinas (981.10, fator de converséao
5,55), umidade (950.46) e cinzas (920.153), conforme AOAC (2016). A hidroxiprolina
foi determinada conforme método descrito por Kolar (1990).

2.6.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As caracteristicas estruturais foram avaliadas através da analise de Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR em equipamento Shimadzu IR
Prestige-21 (Shimadzu Corporation, Japan) utilizando a técnica de reflectancia total
atenuada (ATR) no intervalo de 400 a 4.500 cm-1, com varreduras de 45 scans e resolugédo
de 2 cm? Os granulados foram produzidos misturando 100 mg de KBr e
aproximadamente 1 mg de amostra liofilizada e prensados em uma prensa hidraulica
HAND PRESS SSP-10A.

2.6.3 Analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A anélise de eletroforese em gel foi baseada no método proposto por Laemmli
(1970) com modifica¢bes. Foram pesados 5 mg de amostras e adicionado 50 pL de B-
mercaptoetanol para 950 uL. de tampéao de amostra e em seguida, colocadas em banho
maria a 95°C por 5 minutos.

Foram utilizados gel de resolucdo 10% e gel de empilhamento 4%. Estes géis
foram colocados nas placas para polimerizagdo. Apds injetou-se 10 pL do padrdo de
massa molar, 10 uL do tend&o cauda de rato e as amostras a serem analisadas e submeteu-
se a corrida realizada, num tempo de aproximadamente 1 hora, em cuba de eletroforese
vertical. Subsequentemente, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-
Rad Laboratories Inc., Richmond, VA, USA) 0,1% por aproximadamente 12 horas.
Posteriormente o gel foi descorado com solucédo de etanol 10%, &cido acético 7% e agua

deionizada até a perfeita visualizagdo das bandas.
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2.6.4 Avaliacao das propriedades tecnoldgicas do colageno
2.6.4.1 Solubilidade

A solubilidade foi determinada pelo método de Montero, Jimenez & Borderias
(1991), com ligeiras modificagdes. As amostras foram dissolvidas em éacido acético 0,5
M para se obter uma concentracdo final de 3 mg/mL e a mistura foi agitada a 4 °C até as
amostras serem completamente solubilizadas. As solugdes (8 mL) foram transferidas para
um tubo de centrifuga de 50 mL e o pH ajustado para 1,0 — 10,0, com NaOH a 6 M ou
HCI 6 M. O volume final foi ajustado a 10 mL com &gua destilada previamente ajustada
para 0 mesmo pH que a solucdo de colageno. As solucbes foram lentamente agitadas a 4
°C durante 20 minutos e centrifugadas a 10.000g a 4°C durante 30 minutos. O teor de
proteina no sobrenadante foi determinada pelo método de Lowry, Rosebrough, Farr &
Randall (1951), utilizando albumina de soro bovino como padrdo. A solubilidade relativa
do colageno foi calculada em comparagdo com a obtida no pH com maior solubilidade,
tornando esta em 100%.

2.6.4.2 Propriedades da Espuma

A capacidade de formacéo de espuma (CFE) e a estabilidade da espuma (EEs)
foram medidos com base no método de Shahidi, Xiao—Qing & Synowiecki (1995).
Solucdes da amostra (20 mL) em diferentes concentracdes, 0,25, 0,5 e 1,0%, foram
misturadas em tubo Falcon (50 mL) utilizando ultra homogeneizador Turrax (Tecnal TE-
102 Piracicaba, Brasil) a uma velocidade de 10.000 rpm para incorporar ar durante 2
minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

A CFE foi calculada como a % de aumento de volume baseando-se no volume

inicial e apos a formacdo de espuma, conforme a equacao:

V —V0
CFE(%) = x100

Onde Vo é o volume antes da agitacdo (mL) e V é o volume depois da agitacéo
(mL). A determinagéo da EEs foi medida através do repouso da amostra a temperatura
ambiente, com leitura do volume apds intervalos de 1, 5, 10, 30 e 60 min, sendo a

estabilidade calculada pela equagéo:
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EEs = vt 100
S —VOX

Sendo Vt o volume final de espuma, apos cada intervalo de tempo (mL), e Vo

corresponde ao volume inicial da espuma formada (mL).

2.6.4.3 Propriedades emulsificantes:

O indice de atividade emulsionante (EAI) e o indice de estabilidade da emulsao
(ESI) foram calculados com base no método de Pearce & Kinsella (1978). Oleo de soja
(10 mL) e solucéo de amostra (30 mL, 0,1%) foram misturados em ultra homogeneizador
Turrax (Tecnal TE-102 Piracicaba, Brasil) a uma velocidade de 12.000 rpm durante 1
min, e 100 pL da emulsao foi pipetada a partir do fundo do recipiente, a 0 e 10 min apos
a homogeneizacdo, e diluida 100 vezes utilizando uma solucgéo de SDS (dodecil sulfato
de sddio) a 0,1%. A absorvancia da solucdo diluida foi determinada a 500 nm usando um
espectrofotémetro (Servylab, UV — M51, B, Sao Leopoldo, RS, Brasil). As absorvancias,
determinadas imediatamente (0 min) e 10 min apo6s a formacdo da emulsdo, foram

utilizadas para calcular o EAI e 0 ESI com as seguintes equagoes:
2x2,303xA0

EAI (m2 =
(m2/g) 0,25x concenracao de colageno
. AO0x10min
ESImIn) = 40— A0

2.6.4.4 Digestibilidade in vitro

Para determinacdo da digestibilidade in vitro foi seguida metodologia descrita por
Sperotto (2014), inicialmente pesou-se uma quantidade de amostra que corresponde ao
equivalente a 0,5 g de proteina, preparou-se uma solugédo de 1,5 mg de pepsina (extraida
da mucosa géastrica suina, em p6, >400 unidades/mg de proteina, Sigma, St. Louis, USA)
por mL de HCI 0,1N e adicionou-se 15 mL desta solu¢do a amostra. Apés adicionou-se
0,5 mL de solucdo de tiomersal incolor (Brainfarma Industria Quimica e Farmacéutica
S/A, Anapolis, Brasil), homogeneizou-se bem e levou-se a banho-maria a 37 °C por 3
horas, com agitacao periddica. Decorrido este tempo os tubos contendo as amostras foram
resfriados e a solucdo foi ajustada a pH 8,0 com uma solucdo de NaOH 0,2N, utilizando

um potencidmetro digital (MS Tecnopon, mPA210) de bancada. Foi adicionado 10 mL
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de solucdo de pancreatina (Sigma, St. Louis, USA) (0,5 mg/mL em tampéo fosfato pH
8,0) ao produto hidrolisado pela pepsina e levado novamente ao banho-maria a 37 °C,
porém por 24 horas com agitacao periodica. Apos o tempo de hidrélise foram adicionados
5 mL de uma solucdo de acido tricloroacético 5% a amostra e esta mistura foi entdo
centrifugada por 15 minutos a 4.000 xg para separacdo do material insoltvel, sendo o
sobrenadante recolhido para determinagdo do nitrogénio digerido, pelo método de
Kjeldhal. A digestibilidade in vitro foi expressa como porcentagem de proteina digerida

em relacdo a proteina total na amostra inicial.
2.7 Andlise estatistica

As analises foram realizadas por delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com trés tratamentos (pele, orelha e carne). Todas as analises foram realizadas com trés
repeticdes, e as médias entdo, foram avaliadas. A analise estatistica foi realizada pelo
SAS® system for windows™ versdo 9.4 (SAS institute Inc.. Cary — NC - USA). Andlise
de variancia (ANOVA), utilizando o procedimento General Linear Model e as diferencgas
entre os meios foram analisadas pelo teste de Student-Newman-Keuls ao nivel de
significancia de 5%. Os dados de solubilidade dos diferentes extratos colagénicos de
coelho em fungdo da variacdo do pH foram ajustados por fungdo empirica sigmoidal
(logistica), conforme o modelo estatistico:

B -

Yij =a+ —1 n e—k(]/—5) + Sij

em que, Y;; = solubilidade (%) do i-ésimo colageno na j-ésima repeticdo sob o pH y; a =
solubilidade final (%) na linha de base pos-transicdo (post-transition baseline) ou fase
assintotica/estacionaria/estado estavel (plateau phase/stationary phase/steady state),
quando y — oo; B =solubilidade inicial (%) na linha de base pré-transicdo (pre-transition
baseline) ou fase de laténcia (lag phase); € = exponencial;, k= taxa de alteracdo na
solubilidade; y = valor de pH (1 a 10); § = ponto no pH em que a solubilidade alcanca
50% da amplitude da zona de transigcdo (transition zone), ponto médio (midpoint) ou
ponto de inflexao (inflection point); &;; = erro experimental associado a cada observacao,
pressuposto &;; HAN (0, 02). Os parametros do modelo foram estimados pelo algoritmo de

Gauss-Newton modificado com o procedimento NLIN do SAS®.
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Com o intuito de verificar a igualdade dos parametros e a identidade das equacdes
de regressao ndo-linear ajustadas para os diferentes colagenos, aplicou-se o teste da razéo
de verossimilhanca com aproximacgdes dadas pelas estatisticas y? e F (Regazzi & Silva,

2004). As hipdteses testadas foram:

HY: By = - = By, isto &, as “H” equagdes tém B iguais;

Héz): a, = - = ay, isto &, as “H” equagdes tém «a iguais;

Hég): 6, = -+ = by, isto é, as “H” equagdes tém § comum;

Hé4): ky = - = ky, isto ¢é, as “H” equagdes t€ém k comum;

Hés): Bi1 ==Ly a == ay,isto ¢, as “H” equagdes t€m S e a iguais;

Hé6): B ==Ly, 6, == 0dy,istoé, as “H” equagdes tém S e § iguais;

Hé7): Bi1 ==Ly, ki == ky,istoé, as “H” equagdes tém [ e k iguais;

Hés): a, = =ay, 6, == 34y,isto é, as “H” equagdes tém «a € § iguais;

H(gg): a, = =ay, kg =+ =ky,isto é, as “H” equagdes tém «a € k iguais;

Hélo): 6y =+ =0y, kg =+ = ky, isto é, as “H” equagdes t¢ém § e k iguais;

HS: B = =By, ay = = ay, 8, = = 6y, 0useja, B, a e & iguais;

HED: B = o = By, 8y = =8y, ky = - = ky, 0USeja, B, 6 € k iguais;

HD: ay = = ay, 8, = =6y, ki == ky,ouseja, a, 6 e k iguais;

HM: By = =By, ay = =ay, ky = = ky, ouseja, B, a e k iguais;
Bn

Héls): 0, = - = By, isto ¢, as “H” equacdes sdo idénticas, em que 6, = Igh‘.
o

A estatistica do teste da razdo de verossimilhanca com aproximacdo pela

distribuicdo y?2 é dada por:
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~2
Xéac(Ho) = =N In (;—z) =—N In (gg%gi) 00 Ho xtap(a; V)
em que, x2,. = x? calculado; N = nimero total de observagdes; In = logaritmo natural;
65 = estimativa de maxima verossimilhanca de o2 sob nenhuma restricdo no espago
paramétrico Q (modelo completo); 62 = estimativa de maxima verossimilhanca de o2
sob as restriches lineares definidas em H, (modelo reduzido); SQRR, = soma de
quadrados do residuo da regressdo no modelo completo; SQRR,, = soma de quadrados do
residuo da regressdo no modelo reduzido; yZ,, = x? tabelado; a = nivel de significancia;
v = namero de graus de liberdade, sendo v = p, — p,,, OU Seja, 0 nUmero de pardmetros

estimados nos modelos completo e reduzido, respectivamente.

A estatistica do teste da razdo de verossimilhanca com aproximacdo pela

distribuicdo F é dada por:

(Sp = Sr)/ve sob Ho

Fcalc(HO) = Sf/Vf

Fiap (a; Ve; vf)

em que, F.4. = F calculado; Sp = soma de quadrados residuais do modelo reduzido (sob
restricdo); S; =soma de quadrados residuais do modelo completo; V, = nimero de graus

de liberdade do residuo do modelo completo; V. = nimero de graus de liberdade do

residuo do modelo reduzido menos o nimero de graus de liberdade do residuo do modelo
completo; F;,;, = F tabelado; @ = como definido anteriormente. As analises estatisticas
foram realizadas no aplicativo SAS® System for Windows"™ versio 9.4 (SAS Institute Inc.,

Cary - NC, USA), ao nivel de 5% de significancia.

Para obtencdo dos espectros de FTIR testou-se a primeira e segunda derivadas dos
espectros de FTIR utilizando o procedimento EXPAND com o propésito de lineariza-los.
Posteriormente, os dados espectrais linearizados (12 ou 22 derivada) foram sujeitos a
analise de variancia multivariada (MANOVA) complementada pela técnica de
componentes principais utilizando os procedimentos GLM, PRINQUAL, PRINCOMP e
FACTOR, conforme descrito por Khattree & Naik (2000).

3. Resultados e discussoes

3.1 Caracterizacao da matéria-prima
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Observa-se que a carne, pele e orelha apresentaram elevados teores de proteina
em base Umida (Tabela 1), sendo a pele mais (P<0,05) proteica. Resultados inferiores
para a pele (14,56% na base umida) foram relatados por Yu et al (2016), possivelmente
devido a idade de abate dos animais, pois, Tejada & Soares. (1995) relatam em seu estudo
que coelhos jovens possuem um menor teor de proteina na pele do que coelhos mais

velhos.

Os teores de minerais das matérias primas na base natural foram relativamente
baixos, menor que 1% e, ndo diferiram (P>0,05) entre si (Tabela 1). Yu et al (2016)
reportaram resultado superior para a pele (1,35%), possivelmente pela diferenca da raca

e da classe sexual dos coelhos.

Os teores de umidade diferiram entre si (P<0,05) e foram maiores (P<0,05) para
a carne e menores (P<0,05) para a pele (Tabela 1). Valores semelhantes foram

encontrados por Dalle Zotte (2002) para a carne de coelho (70,8%).

Em contrapartida, o contetdo lipidico foi maior (P<0,05) para a pele e menor
(P<0,05) para a carne (Tabela 1). Lima, Carneiro & Moura (2007) reportou valores de 3,1
a 5,1% para a carne de coelho, corroborando com o encontrado neste estudo. Segundo
Dalle Zotte (2014), os teores lipidicos da carne de coelho podem apresentar diferencas,

pois, dependem da porgéo considerada, fator produtivo e da alimentagdo do animal.

A orelha de coelho apresentou maior (P<0,05) teor de colageno, tanto na base
natural quanto na base seca (Tabela 1). Os resultados encontrados nesse estudo foram
superiores aos relatados por Schmidt (2018) para residuo de CMS de frango (6,22%, em
base seca) e por Vidal et al. (2020) para subprodutos de ovinos e cordeiro (12,3% e 8,88%,
em base seca), apenas a carne foi inferior ao encontrado por Vidal et al. (2020). A relagéo
colageno/proteina para as diferentes partes do coelho (Tabela 1), confirmam que a pele e

orelhas sdo excelentes alternativas para obtencéo de extratos colagénicos.

N&o houve diferenca (P>0,05) nos valores de pH para as diferentes partes do
coelho, com média de 6,58 (Tabela 1), ou seja, proximo da neutralidade. Essa faixa de
pH é favoravel ao desenvolvimento de microrganismos, por isso € necessario armazena-

los sob congelamento (Schmidt, 2018).

3.2 Caracterizacao do colageno
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3.2. 1 Composicao centesimal dos extratos de colagenos

O extrato colagénico de orelha apresentou maior (P<0,05) teor de umidade que 0s
de carne e pele (Tabela 2). Isto, devido as células do tecido cartilaginoso (condrocitos)
reterem maior umidade durante o processo de secagem. Pois, a matriz do tecido
cartilaginoso é relativamente rigida e formada por coldgeno ou por coldgeno com elastina,
além de glicoproteinas, proteoglicanas e acido hialurénico (Junqueira; Carneiro, 2008).
Valores semelhantes foram reportados por See, Hong, Ng, Wan & Babji (2010) para
gelatina de peixe-gato (11,04%); por Alfaro, Biluca, Marquetti, Tonial & Souza (2014)
para gelatina de pele de African Catfish - Clarias gariepinus (12,4%) e por Vidal et al.
(2019) para gelatina comercial (10,6%).

Nota-se que as proteinas sdo o principal constituinte dos extratos colagénicos de
carne, pele e orelha de coelhos (Tabela 2), tanto na base natural como na matéria seca.
Valores inferiores foram relatados por Vidal et al. (2020) para subprodutos de ovelha
(65%) e cordeiro (70,8%) em base natural.

Os teores de minerais encontrados no colageno da carne, pele e orelha (Tabela 2)
diferiram (P<0,05) entre si, sendo que o extrato colagénico da orelha apresentou 0 maior
(P<0,05) teor de minerais e o da carne o menor (P<0,05), os mesmos foram inferiores aos
encontrados por Schmidt (2018) para residuo de CMS de frango (3,74%), Oechsle et al.
(2016) para colageno da pele de frango (3,86%), e por Fontoura (2019) para carcaga e
residuo da carcaca de tilapia (3,74 e 2,90%). Segundo Vidal et al. (2019) os diferentes
contetddos de minerais encontrados podem ser devido aos diferentes tipos de matérias-

primas utilizadas na extracdo de colageno.

O extrato de colageno da carne teve maior (P<0,05) teor de lipidios; sendo
superior ao encontrado por Prestes et al. (2013) para fibra de colageno bovino (1,44%),
semelhante ao encontrado por Vidal et al. (2020) para subproduto de cordeiro (16,7%), e
inferior ao encontrado por Vidal et al. (2020) para subproduto de ovelha (24,5%). Os altos
valores de lipideos encontrados nesse estudo para colageno da carne sugerem que o
método empregado no pre-tratamento para remocdo de lipideos néo foi eficiente. Talvez,
0 uso de isopropanol 30% no pré-tratamento poderia ter reduzido os lipidios,

particularmente os fosfolipidios de membrana (Sae-Leaw, Benjakul & Brien, 2016).
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O extrato de colageno da orelha apresentou maior (P<0,05) teor de colageno, tanto
na base natural quanto na base seca, seguido da pele e carne (Tabela 2). Sabe-se que a
presenca de hidroxiprolina € muito importante pois estabiliza a hélice do colageno de
cadeia tripla devido a sua capacidade de ligacdo de hidrogénio através do seu grupo OH,
sendo assim, uma menor quantidade ou falta de hidroxiprolina pode resultar na perda da
conformacdo da estrutura secundaria da proteina quando submetida a elevadas
temperaturas (Burjandze, 1979; Gomez-Guillén, Fernandéz-Diaz, Ulmo, Lizarbe &
Montero, 2002). A relacdo colageno/proteina para os diferentes extratos colagénicos do
coelho (Tabela 2) foi maior (P<0,05) para colageno da orelha e menor (P<0,05) para
coladgeno da carne. Esses resultados confirmam o potencial para se extrair coldgeno da
orelha e da pele.

O extrato de coladgeno da carne apresentou menor (P<0,05) valor de pH (Tabela
2) e 0 da orelha o maior pH. Todavia, esta diferenca pode ser considerada desprezivel e
sem significado préatico, pois, todos os extratos colagénicos obtiveram valor de pH abaixo
do ponto isoelétrico (pl); sendo 5,13 para carne, 4,85 para pele e 5,26 para orelha (Figura
2). O pH &cido dos extratos colagénicos, com valor medio de 4,51, deve-se ao tratamento

acido enzimatico utilizado na extra¢do dos mesmos.
.3.2.2 Rendimento

Os rendimentos (massa/massa) dos diferentes extratos colagénicos de coelho
solubilizado com pepsina (Tabela 2) foi maior (P<0,05) para coladgeno da pele tanto na
base natural quanto na base seca e menor (P<0,05) para colageno da carne. O rendimento
dos extratos colagénicos da pele e orelha foram ligeiramente superior ao encontrado por
Zhang & Duan (2017) que obtiveram um rendimento de 19,59% para pele de sapo, mas
foi superior ao colageno da carne (9,05%). Entretanto, os rendimentos dos colagenos dos
trés tratamentos foram inferiores ao encontrado por Wang, Pei, Liu & Zhou (2018) para
pele de Loach (27,32% em peso seco), e para pele de tilapia (27,2% em peso seco) (Chen
etal., 2016). O rendimento do colageno da pele e orelha foram semelhantes ao encontrado
por Veeruraj, Arumugam, Ajithkumar & Balasubramanian (2015) para pele de lula
(24,6% em peso seco). A diferenca nos rendimentos pode ser atribuida a diferentes
fatores, tais como: matéria-prima (espécies diferentes), métodos de preparagdo da matéria
prima diferentes e diferentes métodos de extracdo que foram submetidos (Zeng et al.,
2012).
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Nota-se que o0 extrato de colageno da carne teve maior rendimento (P<0,05)
quando expresso como colageno/coldgeno; ao passo que o extrato de orelha obteve
menor. Possivelmente, isso ocorreu pela cartilagem da orelha ndo ter sido tratada para
aumentar sua solubilizacdo previamente a extracdo. Estudos realizados por Hsueh,
Khabut, Kjellstrom, Onnerfjord & Kraus (2016) e por Grynpas et al (1994) demostraram
que para aumentar a solubilizacdo da cartilagem articular e do colageno a partir da
cartilagem de macacos era necessario o uso da guanidina-HCI, resultando no aumento da
extracdo de colageno. Além disso Hoemann (2004) descrevem que o uso de guanidina
HCI 4M, ureia 8M ou tiocianato de guanidina também aumenta a solubilizacdo da
cartilagem. Talvez o uso de guanidina ou ureia aumentaria a solubiliza¢&o da cartilagem
da orelha deste estudo. Os rendimentos colageno/colageno desse estudo foram superiores
ao encontrado por Wang et al. (2008) para pele, escama e 0ssos de cantarilhos que foi de
47,5, 6,8 e 10,3% e inferiores ao encontrdo por Yu et al. (2018) para pele de Croaker
Gigante (Nibea japonica) que foi de 84.85%..

3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros de FTIR dos extratos colagénicos de coelho exibiram picos
caracteristicos de Amida A e B, assim como Amida I, 11, 11l (Figura 1). Os espectros de
FTIR desse estudo foram semelhantes ao encontrado por Li et al. (2013), Yu, et al. (2016)
e por Gao, Wang, Li, Zhang & Zhang (2018). A banda amida A da carne, pele e orelha
foram encontradas em um nimero de onda de 3434 cm™, 3433 cm™ e 3446 cm?,
respectivamente. Geralmente, uma vibracdo de alongamento livre de NH ocorre entre
3400 a 3440 cm™ e quando o grupo NH de um peptideo esta envolvido em uma ligagdo
de hidrogénio, a posicdo é alteradas para frequéncias mais baixas, no geral em torno de
3300 cm™ (Doyle, Bendit & Blout, 1975). Os resultados indicaram que os grupos NH ndo
estavam envolvidos em uma ligacdo de hidrogénio. As posicBes da banda da amida B
para colageno da carne, pele e orelha foram observadas em 2924 cm™, 2925 cm™ e 2925
cm?, respectivamente, podendo estar relacionada com o alongamento assimétrico da
vibracdo de estiramento de CH> (Abe & Krimm, 1972). O pico de amida | com
frequéncias caracteristicas nas bandas de 1600-1700 cm™ foi observado em 1655, 1652 e
1651 cm* para colageno da carne, pele e orelha, respectivamente. A regido da amida I é
usada principalmente para analise da estrutura secundaria de proteinas (Jeevithan, Wu,

Nanping, Lan & Bao, 2014). A amida | esta principalmente associada as vibragdes de
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estiramento dos grupos carbonila ao longo do esqueleto polipeptidico (Payne & Veis,
1988).

As frequéncias caracteristicas que variam de 1550-1600 cm™, sdo denominadas
banda de amida Il, e representam vibracGes de flexdo N-H acopladas com vibracdo de
estiramento C-N (Payne & Veis, 1988; Jackson, Choo, Watson, halliday & Mantsch,
1995). As absorbancia de banda de amida Il do colageno da carne, pele e orelha de coelho
foram obtidas no nimero de onda de 1559 cm™, 1558 cm™ e 1559 cm™, respectivamente.
As frequéncias caracteristicas que variam de 1200 a 1400 cm™, sio denominadas banda
de amida Il1, e estdo associadas a vibracGes de flexdo N-H acopladas com vibragédo de
estiramento C-N (Payne & Veis, 1988; Jackson, Choo, Watson, halliday & Mantsch,
1995). As absorbancias da banda amida 111 do coladgeno da carne, pele e orelha estavam

situadas a um néimero de onda de 1239 cm®, 1238 cm™, e 1238 cm™?, respectivamente.

Os espectros dos colagenos da carne, pele e orelha mostraram absorcdes em 1080,
1081 e 1078 cmt, que estdo associadas as vibracdes de estiramento C-O das porcdes de
carboidratos ligadas a proteina (Petibois, Gouspillou, Wehbe, Delage, & Deléris, 2006).
Estes resultados sugerem que os colagenos podem conter carboidratos que estdo ligados
aos residuos de hidroxilisina da cadeia polipeptidica por ligacdes O-glicosidicas (Zhou et
al., 2016).

As estruturas helicoidais triplas do colageno da carne, pele e orelha foram
confirmadas a partir das taxas de absorcdo entre as bandas de 1239, 1238 e 1238 cm 1
(amida 111) e 1457 cm 1, obtendo-se uma razdo de 0,85, 0,84 e 0,84, respectivamente.
Plepis, Goissis, & Das-Gupta (1996) descreve que uma razdo aproximada de 1,0 revela a
estrutura tripla helicoidal do colageno, o que comprova que neste estudo a estrutura tripla

helicoidal foi mantida e néo foi afetada pela pepsina no processo de extracgéo.
3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os extratos de colagenos da pele, orelha e carne foram submetidos a anélise
eletroforética utilizando gel de corrida de 10% e gel de empilhamento de 4% (Figura2).
Os extratos colagénicos mostraram bandas com pesos moleculares que variam de 100 a
250 KDa.
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Pode-se observar que as amostras apresentaram duas bandas distintas proximas a
100 KDa, correspondentes a duas subunidades oo e o), também foram encontradas
cadeias de banda P (dimeros) proximas a 150 KDa e bandas y (trimeros) proximas a 250
KDa, pertencentes a compostos de alto peso molecular. Resultados semelhantes foram
encontrados para colageno da pele de coelho (Martinez-Ortiz et al., 2015), gelatina da
pele de coelho (Yu et al., 2016), pele de ema (Nagai, Tanoue, Kai & Suzuki, 2014) e pele
de frango (Cliché, Amiiot, Avezard & Gariépy, 2003).

A presenca de duas cadeias a1 e uma o2 proximas a 100KDa demostra que 0s
colagenos de coelho extraidos podem ser pertencentes ao tipo |1 (Matmaroh, Benjakul,
Prodpran, Encarnacion & Kishimuar, 2011). No entanto, no padrao eletroforético do
extrato de colageno da orelha é possivel observar que ndo houve uma separacdo bem
distinta das bandas a1 e a2, sugerindo que pode ter dois tipos de colageno, o tipo | e 1l.
O uso de proteases como pepsina combinadas com acidos tem sido bastante utilizadas na
extracdo de colageno devido a um aumento no rendimento da extracao, iSso ocorre porque
a pepsina é capaz de clivar as regibes reticuladas no telopeptideo sem danificar a
integridade da hélice tripla e portanto, gera um maior rendimento (Heu et al., 2010).
Entretanto, Skierka & Sadowska (2007) relatam em seu estudo que o uso da pepsina
proporcionou o aparecimento de fragmentos menores de proteinas (<116KDa) devido a
degradacdo do colageno no processo de extracdo. Contrarios a esses resultados, nesse
estudo as bandas de baixo peso molecular (abaixo de 100KDa) ndo foram visiveis,

demostrando que o colageno extraido pode ter maior pureza.
3.3 Avaliacéo das propriedades tecnolégicas do colageno

O colageno pode ter diversas aplica¢fes industriais e por isso se faz necessaria a
determinacdo das propriedades tecnoldgicas para assim verificar qual aplicacdo melhor

sera dada a esse colageno.
3.3.1 Solubilidade

A Figura 3 apresenta a solubilidade (%) dos extratos colagénicos de coelho em
funcdo do pH. A curva de solubilidade estimada mostrou que a solubilidade inicial (B) e
final (o) nao diferem(P>0,05) entre os tratamentos, a média obtida para os extratos
colagénicos foi de 95,4% e 1,39%, respectivamente. Os tratamentos apresentaram
diferencas significativas pH no ponto de inflexdo (9) e taxa de decréscimo na solubilidade
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(). O ponto de inflexao, onde a solubilidade alcanca 50% ocorreu em pH 5,13 para carne,
4,85 para pele e 5,26 para orelha, e a taxa de reducéo da solubilidade com o acréscimo
dos valores de pH para colageno da carne, pele e orelha, respectivamente, foi de -1,07, -
1,54 e -4,49.

A solubilidade observada mais elevada foi obtida em pH 1 para extrato de
colageno da carne e pele e em pH 3 para extrato de colageno da orelha. Observa-se que
0s colagenos mostraram uma elevada solubilidade em pH &cido, Matmaroh, Benjakul,
Prodpran, Encarnacion & Kishimuar (2011) encontraram resultados parecidos para
colagenos da escama de peixe-cabra dourado (Parupeneus heptacanthus). De modo
geral, os colagenos foram solubilizados em pH &cido de 1-4, resultados estes semelhantes
ao encontrado por Jongjareonrak, Benjakul, Visessanguan, Nagai & Tanaka (2005). Com
0 aumento do pH de 5-10 houve uma reducdo gradativa na solubilidade dos extratos de
colageno de coelho, sendo que a menor solubilidade foi observada em pH alcalino (8-10).
Munasinghe, Schwarz & Whittiker (2015) avaliaram a solubilidade do colageno extraido
de pepsina da pele de frango nos valores de pH 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0, e relataram maior

solubilidade no valor de pH 2,0 e menor solubilidade no valor de pH 8,0.

Comparando os resultados deste estudo com anteriores (Jongjareonrak, Benjakul,
Visessanguan, Nagai & Tanaka, 2005; Liu, Li, Miao & Wu, 2009; Kittiphattanabawon,
Benjakul, Visessanguan, Nagai & Tanaka, 2005) é possivel verificar algumas variacdes
na solubilidade dos coladgenos com diferentes pHs. A explicacdo para essa diferenca é
devido as diferencas nas conformacdes moleculares do coldgeno e nas propriedades
fisico-quimicas como pl, que varia dependendo da fonte e espécies que se extrai colageno.
No pl a carga liquida total das moléculas é zero, resultando na precipitacdo da proteina,
ja quando o pH ¢é superior ou inferior ao pl, a solubilidade € aumentada pelas forcas de
repulsdo entre os residuos carregados de moléculas de proteinas (Lin et al., 2002;
Damodaran, Parkin & fennema, 2010; Kittiphattanabawon, Benjakul, Visessanguan,
Nagai & Tanaka 2005).

3.3.2 Propriedades da Espuma

A formacéo de espuma foi observada apenas nas concentracdes de 0,25% e 0,5%
de coldgeno enquanto na concentracdo de 1% apresentaram consisténcia cremosa e sem
formagéo de espuma (Tabela 3). Zeng et al. (2013), explica que altas concentrac¢Oes de

proteinas migrando para superficie das bolhas de ar podem levar a uma maior formacao
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e estabilidade da espuma, entretanto, neste estudo, na concentracdo de colageno de 1%
ndo ocorreu formacdo de espuma. Os extratos colagénicos da carne e orelha na
concentragdo de 0,25% de colageno tiveram maior (P<0,05) formag&o de espuma (Tabela
3). Resultados semelhantes foram encontrados por Vidal et al. (2020) para colageno de
ovelha e cordeiro (9,58% e 15%) e por Schmidt (2018) para residuo de CMS de frango
(9,38%). O extrato colagénico da pele apresentou menor (P<0,05) CFE na concentracao
de 0,25% (Tabela 4), acredita-se que as regides hidrofébicas do coldgeno ndo ficaram
expostas o suficiente para que ocorresse o desdobramento das proteinas, e assim houve
uma reducdo na formcao de espuma (Townsend & Nakai, 1983). Além disso, a CFE dos
extratos colagénicos da carne e orelha reduziu (P<0,05) a medida que se elevou a
concentracdo de extrato colagénico para 0,5%. Haddar et al (2011) explica que a proteina
deve ser capaz de migrar para a interface-ar-agua, desdobrar-se e reorganizar a interface
para obter-se uma boa formacdo de espuma, o que ndo foi possivel observar na
concentracdo de 0,5% para extrato de colageno da carne e orelha, devido as mesmas terem
uma alta concentracgdo de proteinas impossibilitando uma boa formacéo de espuma nessa

concentracao.

A estabilidade de espuma ndo apresentou diferenca (P>0,05) entre as partes do
colageno (carne, pele e orelha) e as concentragdes de 0,25% e 0,5% (Tabela 3). Ao longo
dos 60 minutos de monitoramento houve irrisoria diminuicdo da espuma, demostrando
uma formacdo de espuma estavel dos colagenos de coelho estudados. Em geral foi
possivel observar que independente da concentracao de colageno (0,25 e 0,5%) a espuma
se manteve estavel ao longo de 60 minutos para as diferentes partes de coelho estudadas,
com valores médio de 96,55%. Em contrapartida, Schmidt (2018) reportou aumento na
estabilidade da espuma a medida que se elevou a concentracao de colageno de 0,25% para
1% na solucdo. As diferencas nos resultados de capacidade de formacdo de espuma
podem ocorrer devido a diferenca nas fontes de extracdo do colageno, nas propriedades

intrinsecas, composicao e na conformacéo de proteinas em cada colageno (Zayas, 1997).

3.3.3 Propriedades emulsificantes

O extrato colagénico da orelha apresentou maior (P<0,05) e o de carne menor
(P<0,05) indice de atividade emulsificante — EAI (Tabela 4). Em contrapartida, ambos
tiveram menor (P<0,05) indice de estabilidade da emulsdo. Os resultados deste estudo
foram superiores ao encontrado para gelatina de pele bovina (27,02 m?/g) (Jellouli et al.,
2011), pele de Grey triggerfish (21,44 m?/g) (Jellouli et al., 2011), pele de cuttlefish
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(Sepia pharaonis) (24,30 m?/g) e gelatina de 0sso bovino 1% (28,27 m?/g) (Aewsiri,
Benjakul &Visessanguan, 2009), possivelmente pelo fato de a solubilidade da fase de
dispersdo ter sido maior nos mesmos, aumentando assim a emulsificacdo (Sikorski,
2001).

Os resultados de estabilidade deste estudo foram inferiores aos obtidos por
Aewsiri, Benjakul &Visessanguan (2009) na gelatina de ossos bovino, 31,23 min, na pele
de cuttlefish (Sepia pharaonis), 15,14 min e por Schmidt (2018) para residuo de CMS de
frango, 13,26min. Os diferentes resultados obtidos na literatura podem ser devido a
diferencas nas propriedades intrinsecas da proteinas do coldgeno, composicdo e na
conformacdo das proteinas das diferentes fontes de colageno (Damodaran, 1997).

Quando a solubilidade da fase de dispersdo € alta, a eficacia do emulsificante
também aumenta, visto que as moléculas de proteinas podem migrar rapidamente para
superficie das goticulas de gordura (Sikorski, 2001). E importante ressaltar que o
coldgeno por ser uma proteina insolivel alguns fatores como concentra¢do, pH,
temperatura podem afetar suas propriedades funcionais (Asghar & Henrickson, 1982;
Bhuimbar, Bhagwat & Dandge, 2019). N&o ha estudos disponiveis até 0 momento sobre
as propriedades emulsificante e de formacdo de espuma para coldgeno da carne e de

subprodutos de coelho.

3.3.4 Digestibilidade in vitro

O extrato colagénico da pele teve maior (P<0,05) e da orelha menor (P<0,05)
digestibilidade (Tabela 4). Esses valores foram semelhantes aos encontrados por Vidal et
al. (2020) para ovelha e cordeiro (29,8% e 25,6%), Zhou et al. (2016) para colageno
extraido com pepsina de pele pés de frango, 24,0% e Schmidt (2018) para residuo de
CMS de frango (29,86%). No entanto, quando comparadas com valores de digestibilidade
da albumina (98,3%) (Costa, Fontana & Veiga, 2007) e a caseina (93,82%) (Neves, Silva

& Silva, 2006), os valores encontradas nesses estudos sao baixos.

Segundo Schmidt (2018), a baixa digestibilidade pode ser pelo uso da enzima
pepsina usada na digestdo, onde a mesma ja foi usada na etapa de extra¢do do colageno.
Além disso, a taxa e extensao em que as proteinas sao digeridas pelo organismo depende
de alguns fatores, incluindo tratamento térmico que essa fonte de colageno foi submetida,
estrutura da proteina e viscosidade (Vidal et al.,2020, Rutherfurd, Montoya & Moughan,
2014). Diante dos resultados do presente estudo, é provavel que a estrutura da proteina

tenha sido o limitante da digestibilidade, ja que as estruturas dos coladgenos nativos
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possuem altos pesos moleculares e sdo mais dificeis de ser digeridas quando comparadas
com colé&geno hidrolisado que possuem baixo peso molecular e sdo mais faceis de serem
digeriveis pelo organismo devido ao aumento da solubilidade, por exemplo (Foh,
Kamara, Amadou, Foh & Wenshui, 2011).

4.Concluséo:

Foi possivel extrair e caracterizar os extratos de colageno da carne, pele e orelha
de coelho. Os maiores rendimentos foram encontrados para os extratos de colageno da
pele e orelha. Os extratos de coldgeno apresentaram bandas correspondentes a o, o, p e
v, @0S quais sao caracteristicos de colageno tipo I. Os espectros de FTIR e a digestibilidade
in vitro dos extratos colagénicos de coelho foram semelhantes. Os extratos de colageno
apresentaram elevada solubilidade em pH &cido, além disso, a formacéo de espuma foi
observada nas concentragdes de 0,25 e 0,5% de colageno e a atividade emulsificante foi

superior a valores encontrados para outros colagenos relatados na literatura.

Conclui-se que a pele e orelha podem ser uma fonte viavel para producédo de
colageno. Portanto, os colagenos de coelho podem ser uma alternativa para substituir os
colagenos de bovinos e suinos, além disso, agregar valor e aproveitar os subprodutos da

cunicultura.
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Tabela 1. Propriedade fisica e composi¢do quimica das matérias-primas utilizadas na
obtencdo de extratos de colageno de coelho

. Coelho - 1o
Variaveis Carme _Pele  Orelha Média P-value CV*, %
Base Umida
Umidade, % 69.1* 61.8° 682° 66.3 0.0001 0.60
Minerais, % 080 073 081 0.78 0.1612 6.18
Lipideos, % 5.76° 11.8* 7.40° 832 0.0001 2.76
Proteinas, % 243 2578 236" 246 0.0046 1.95
Colageno, % 1.96° 11.0° 12.3* 841  0.0001  4.02
pH, adimensional 6.47 6.50 6.75 6.58  0.1172 2.30
Base seca
Minerais, % 258 191° 256 235 00020 6.17
Lipideos, % 18.6° 30.8° 23.3° 243 0.0001 3.24
Proteinas, % 78.8% 67.3° 742® 734 00001 1.05
Colageno, % 6.33° 28.8° 38.6% 246 0.0001 4.35

Relacdo Colageno/proteina, % 8.04¢ 42.8° 52.0° 34.3  0.0001 5.57
As médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma linha diferem (P <0,05) entre si, de acordo
com o teste Student Newman Keuls (SNK).

L CV (%) = coeficiente de variagao;

Tabela 2. Rendimento, propriedade fisica e composi¢édo quimica dos extratos de colageno

de coelho

I Coelho -~ 10

Variaveis Carme Pele  Orelha Média P-value CV*, %
Base natural
Rendimento (m/m), % 2.75¢ 938 749 654 0.0001 6.03
Umidade, % 10.3° 10.8° 134* 115 0.0001  3.23
Minerais, % 0.16° 1.49° 1998 121 0.0001 121
Lipideos, % 1718 248> 273 745 0.0001 8.18
Proteinas, % 72.4¢ 852° 819" 798 0.0001 081
Colageno, % 50.9° 71.3* 723* 648 0.0001 1.66
pH, adimensional 420° 459 474 451  0.0194 3.78
Base seca

Rendimento (m/m), % 9.05° 244% 238 191  0.0001 5.77
Rendimento (col/col), % 71.4*  60.7°  44.1° 587  0.0001 4.8
Minerais, % 0.17¢ 1.67° 230° 1.38 0.0001 11.8
Lipideos, % 19.12 278 3.16° 834 0.0001  7.93
Proteinas, % 80.7° 9558 945* 90.3 0.0001  0.80
Colageno, % 56.8° 79.9° 835* 734 0.0001 141

Relagdo colageno/proteina% 70.3°  83.7° 88.3* 80.8 0.0001  20g

As médias seguidas por letras mindsculas distintas na mesma linha diferem (P <0,05) entre si, de acordo
com o teste Student Newman Keuls (SNK).

1 CV (%) = coeficiente de variagao;
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Tabela 3. Capacidade de formacdo de espuma (CFE) e estabilidade de espuma (EE) dos
extratos de colageno de coelhos

Partesdo  Concentracdo de colageno (C), % Média P-value CV4,
coelho (R) 0.25 0.50 1.00 C R CxR %
CFE, % 0.0001 0.0260 0.0001 48.9
Carne 11.7% 9.172 b 6.94
Pele 4178 9.17 0 4.44
Orelha 13.3% 5.00P 0° 6.11
Média 9.72 7.78 0
EE, % 0.0001 0.8980 0.9420 26.3
Carne 92.7 94.1 0 62.3
Pele 98.6 98.5 0 65.7
Orelha 98.2 97.3 0 65.2
Média 96.52 96.6° 0P

As médias seguidas de diferentes letras maitsculas em uma coluna e diferentes letras minGsculas em uma
linha diferem (P <0,05), respectivamente, entre partes de coelho (R) e concentracdes de coldgeno (C) pelo
teste de Student Newman Keuls (SNK).

1 CV (%) = coeficiente de variagao.

Tabela 4. Propriedades tecnoldgicas dos extratos de colageno de coelho
Coelho

. . ] 10
Variaveis Carne Pele Osiha Média  P-value CV*, %
EAI?, m?/g 44.7° 46.6° 48,22 46.5 0.0056  1.75
ESI3, mins 9.77° 9.802 9.78P 9.78 0.0077  0.08
Digestibilidade, %  24.6" 27.72 21.1¢ 24.5 0.0001  2.99

Means followed by distinct small letters in the same row differ (P<0.05) between each other according to
Student Newman Keuls (SNK) test.

L CV (%) = coeficiente de variacdo; 2 EAl = indice de atividade emulsificante; ® ESI = indice de estabilidade
emulsificante.
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Figura 1: Espectro de FTIR dos extratos de colageno de coelho.
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colageno de coelho.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme dados recentes da FAOSTAT referente ao ano de 2017 € possivel
observar que a producdo de coelhos no Brasil ainda é insignificante, sendo
correspondente a cerca de 1307 toneladas de carne. Em relacdo a producdo mundial,
a China é um dos paises que domina o mercado de producdo e abate de coelhos, €
corresponde a uma producéo de 584.849 mil cabecas, e 931.834 toneladas de carne no
ano de 2017. Apesar da baixa producdo no Brasil quando comparada com paises como a
China, a cunicultura é uma atividade muito importante para o Brasil que deve ser
explorada, visto que, para criacdo de coelhos é necessario pouco investimento, pouco
espaco na propriedade, além de permitir aproveitamento de praticamente todos os

derivados como pele, orelha, urina, etc, tornando-a uma atividade sustentavel.

Os subprodutos e a carne de coelho estudados sdo fontes ricas em proteinas, sendo
assim podem produzir colagenos. Os colagenos sao biomoléculas de alto valor comercial
que podem ser extraidos por diferentes fontes de animais, sendo assim os colageno de
coelho podem ser uma alternativa ao colageno de bovinos, suinos, aves e ao colageno
sintético, apesentando vantagens pela auséncia de transmissdo de doengas como BSE e

febre aftosa.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros sugerimos a hidrélise dos extratos de colageno da carne,
pele e orelha de coelho com diferentes enzimas, a otimiza¢do do pré-tratamento para
melhorar remoc¢édo de gordura em menor tempo de processo, alem disso, otimizacdo da
extracao de colageno dessas matérias primas, com objetivo de aumentar o rendimento da

extracdo dos mesmos.

7. CONCLUSAO

A pele e orelha de coelho mostraram ser uma fonte viavel para extracdo de
colageno, sendo possivel agregar valor aos subprodutos oriundos da cunicultura, visto
que as estruturas helicoidais foram mantidas e obteve-se um bom rendimento de

colageno liofilizado.

A utilizagdo dos mesmos é recomendavel ja que pele de coelhos abatidos com
até 90 dias ndo sdo boas para confeccdo de casacos e afins, sendo assim a sua

utilizacdo para obtencéo de colageno € uma alternativa promissora.

Desta forma, conclui-se através deste estudo que os subprodutos de coelhos
sdo fontes promissoras para extracdo colageno, tornando-se uma alternativa para

aplicacdo industrial.
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