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RESUMO GERAL
A gelatina é uma proteina de alto interesse e valor comercial, no entanto seu uso
como agente emulsificante ainda é bastante restrito devido a limitagdes
tecnoldgicas. O objetivo geral deste trabalho foi investigar as alteracdes nas
propriedades fisicas, quimicas e funcionais da gelatina de origem bovina quando
submetida a modificacdo quimica através da reacao de acilacdo com um cloreto
de acido graxo, bem como avaliar seu desempenho em aplicacées com finalidade
tecnoldgica de emulsificagdo. Para a definicdo das condicées 6timas de reacao de
acilagéo (pH de reacao e concentragdo do reagente), foram avaliados o grau de
acilacao (GA), a atividade (AE) e estabilidade emulsificante (ES), a forca de gel
(Bloom) e a viscosidade. As gelatinas aciladas obtidas foram também
caracterizadas quanto aos teores de proteina, cinzas, umidade, cloretos,
distribuicdo de peso molecular, ponto isoelétrico e espectroscopia de
infravermelho. As emulsdes (20% 6leo) produzidas utilizando as gelatinas aciladas
foram avaliadas através de medidas de separacéo visual de fases e determinagéo
de tamanho de gota por microscopia ética. Os resultados mostraram que a reacao
de acilagdo apenas tornou-se efetiva quando realizada em pH extremamente

alcalino (pH 11,0), porém a forca de gel e a viscosidade diminuiram nestas

XiX



condicoes. As gelatinas aciladas com maior forca de gel e viscosidade mostraram
maior efeito na estabilizacdo das emulsées do que o grau de acilacao. Como
consequéncia, as gelatinas “controle” apresentaram melhor atuagdo na
estabilizacdo das emulsées. Nao foram observadas diferencas significativas na
distribuicdo de ponto isoelétrico das gelatinas e nos espectros de infravermelho
obtidos. No entanto, as gelatinas aciladas em pHs mais altos (pH 10,6 e 11,0)
apresentaram aumento da massa molecular média quando comparadas as

gelatinas “controle” devido a introdug¢ao do grupo acila na cadeia de gelatina.
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Master degree thesis
AUTHOR: Cathia dos Reis
TITLE: Emulsifying capacity evaluation of acylated gelatin
SUPERVISOR: Profa. Dra. Rosiane Lopes da Cunha

Dept. Food Engineering — FEA - UNICAMP

ABSTRACT
Gelatin is a protein widely used in food industry. However, its use as an emulsifier
agent is still restricted due to technological limitations. The objective of this work
was to investigate the alterations at physical, chemical and functional properties of
bovine gelatin after it has been subjected to a chemical modification through the
acylation with a fatty acid chloride. In addition, the behavior of this acylated gelatin
as emulsifier was evaluated. The acylation degree (AD), the emulsifying activity
(EA) and stability (ES), the gel strength (or Bloom) and the viscosity of the modified
gelatins were evaluated to define the more adequate conditions of the acylation
reaction (pH and reactive concentration). The acylated gelatins were characterized
regarding to protein, ash, moisture, chloride content, molecular weight distribution,
isoelectric point distribution and infrared spectroscopy. O/W emulsions (20% oil)
stabilized with acylated gelatins were evaluated through visual phase separation
measurements and determination of drop size using optical microscopy. The
results showed that the acylation reaction was effective only at very high pH
(around 11.0). However, the gel strength and viscosity decreased at higher pH of
reaction. Acylated gelatins with higher gel strength and viscosity showed more

pronounced effect on emulsions stability than the acylation degree. As a
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consequence, the “control” gelatins presented better emulsion stability than
acylated ones. It was not observed significant differences at isoelectric point
distribution and infrared spectrum obtained for the acylated gelatins. However,
acylated gelatins at higher pH (pH 10.6 and 11.0) showed an increase of the mean
molecular mass when compared to the “control” gelatins due to the introduction of

acyl groups to the gelatin chain.
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1.1. Introducao

As proteinas possuem grande versatilidade em aplicacdes alimenticias e
farmacéuticas devido em parte as suas propriedades fisico-quimicas e também a
sua natureza anfifilica, ou seja, a presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na
mesma molécula (KINSELLA; WHITEHEAD, 1988). Dentre as principais
propriedades funcionais das proteinas, destacam-se, sua solubilidade, poder de
absorcao de agua, modificacoes reoldgicas que conferem ao produto, atividade e
estabilidade emulsificante, capacidade de formagdo de gel, formagcdo e
estabilizacdo de espumas e absor¢éao de gordura (MAGDASSI, 1996).

As propriedades fisicas dos géis, emulsdes e espumas formadas ou
estabilizadas pelas proteinas podem ser afetadas por fatores intrinsecos (estrutura
macromolecular) ou extrinsecos (pH, forca ibnica, temperatura, etc). Variacoes
nas condicbes do solvente (como por exemplo, o pH) podem influenciar na
estrutura da proteina devido a alteragbes nas cargas com conseqiente influéncia
nas interacoes eletrostaticas e hidrofébicas (KINSELLA; WHITEHEAD, 1988). No
entanto, as propriedades funcionais das proteinas podem também ser modificadas
através de tratamentos fisicos, quimicos ou biolégicos levando a alteracdes de
conformacao e estrutura. A modificagdo quimica de proteinas € o principal método
utilizado para produzir ingredientes com melhores propriedades funcionais para as
industrias de alimentos e farmacéutica (DJAGNY; WANG; XU, 2001c). Estas
modificacdes afetam tanto as intera¢des entre as moléculas da proteina quanto
sua atividade de superficie (KINSELLA; WHITEHEAD, 1988). A atividade de

superficie das proteinas depende da sua hidrofobicidade superficial ou da
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natureza da ligacdo dos grupos hidrofébicos assim como da quantidade dessas
ligacdes (LIN; CHEN, 2006b).

Na prética, existe um numero limitado de cadeias laterais de aminoacidos
disponiveis para modificacdo em proteinas. Um resumo desses grupos e possiveis

reacdes podem ser vistos na Tabela 1.1 (KINSELLA; WHITEHEAD, 1988).

Tabela 1.1. Cadeias laterais de amino&cidos utilizados para modificagoes
quimicas em proteinas (KINSELLA; WHITEHEAD, 1988).

Grupo Reacéao

Amino (lisina) Acilacéo; Alquilacao

Carbonila (asparagina, glutamina) | Esterificagcdo; Formagao de amida

Dissulfeto (cistina) Reducéo
Sulfidrila (cistina)
Tioéter (metionina) L L
] o Alquilagao; Oxidagao
Imidazol (histidina)

indol (triptofano)

Fendlico (fenilalanina) Acilacdo

Guanidino (arginina) Condensagéo via dicarbonila

A gelatina é uma proteina de origem animal cujas propriedades dependem
do processo de obtencdo e do tipo de matéria-prima utilizada. Devido a suas
caracteristicas funcionais, associada a sua habilidade em formar um gel
transparente sob determinadas condigdes, é uma proteina de alto interesse e valor
comercial, no entanto seu uso como agente emulsificante ainda € bastante restrito
devido a limitagdes tecnoldgicas para a aplicagdo (DJAGNY; WANG; XU, 2001c).
A gelatina possui grande numero e variedade de grupos efetivamente reativos ao
longo de sua cadeia, o que aumenta seu potencial frente a modificagdes quimicas.

Sua alta solubilidade em agua permite um melhor controle e maior velocidade das
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reacdes quimicas durante a modificacdo, no entanto limita a escolha dos
reagentes (WARD; COURTS, 1977).

Na literatura existem poucos trabalhos relacionados a modificagcoes
quimicas da gelatina com o intuito de aumentar sua capacidade emulsificante,
sendo a maioria deles relacionados a reacao de esterificacdo ou de acilagdo com
anidridos succinico ou acético em gelatinas de origem suina ou gelatina
hidrolisada. Dessa forma, a avaliacdo de outros tipos de modificacdo quimica
utilizando gelatinas obtidas a partir de outras matérias-primas e processos, como
por exemplo, a acilagdo de uma gelatina de origem bovina utilizando cloretos de
acila, torna-se importante na tentativa de se obter outras opcdes de gelatina com

maior poder de emulsificagéo para diferentes tipos de aplicagéo.

1.2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi investigar as alteracées que ocorrem nas
propriedades fisicas e na funcionalidade da gelatina de origem bovina quando
submetida a modificacdo quimica através da reacao de acilagdo com um cloreto
de acido graxo, assim como avaliar seu desempenho como agente emulsificante.

Os objetivos especificos foram:

- Encontrar as condicbes ideais da reagdo de acilagdo através de
delineamento experimental para as variaveis independentes: pH da reacédo e
concentragao de reagente;

- Caracterizar a gelatina obtida apds acilagdo com cloreto de acido graxo,

verificando as alteracdes em suas propriedades fisicas e funcionais;
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- Avaliar o desempenho das gelatinas modificadas na estabilizacdo de

emulsdes obtidas em condigdes ideais de homogeneizagao.
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2.1. Proteinas

Proteinas sao polimeros altamente complexos constituidos de mais de 20
aminoacidos diferentes. Uma vez que os aminoacidos contém tanto um grupo
carboxilico (acido) quanto um grupo amino (basico), as proteinas se comportam
como acidos e bases e sdo chamadas de anféteras ou anfifiicas (DAMODARAN,
1996).

Em pH neutro, os grupos amino e carboxilico estao ionizados e a molécula
€ um ion dipolar. O pH no qual o ion dipolar esta eletricamente neutro é chamado
de pl. Quando este ion é titulado com &cido, o grupo COO’ se torna protonado e o
pH no qual a concentracdo de COO" é igual a de COOH é chamado de pKaj.
Quando este ion é titulado com uma base, o grupo NH3" se torna desprotonado e
o pH no qual a concentragdo de NH3" é igual a de NH, é chamado de pKa.. A
Tabela 2.1 mostra os valores de pKa e pl de diferentes aminoacidos isolados e em
proteinas. O valor de pKa de um aminoacido em uma cadeia de proteina (pKag)
pode dar uma nocdo da reatividade dessa proteina frente a um tratamento
quimico. A arginina, por exemplo, € o aminoacido com maior valor de pKa quando
avaliado na cadeia de proteina, o que a torna bastante resistente a tratamentos

quimicos, exceto quando em meio extremamente alcalino (DAMODARAN, 1996).
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Tabela 2.1. Valores de pKa e pl de aminoacidos e proteinas a 25°C (Fonte:
DAMODARAN, 1996).

L PKar

Aminoacido | pK,; (a-COOH) pK.,; (a-NH3) A Cadeia lateral pl
Alanina 2,34 9,69 - - 6,00
Arginina 2,17 9,04 12,48 >12,00 10,76
Asparagina 2,02 8,80 - - 5,41
Acido aspartico 1,88 9,60 3,65 4,60 2,77
Cistina 1,96 10,28 8,18 8,80 5,07
Glutamina 2,17 9,13 - - 5,65
Acido glutamico 2,19 9,67 4,25 4,60 3,22
Glicina 2,34 9,60 - - 5,98
Histidina 1,82 9,17 6,00 7,00 7,59
Isoleucina 2,36 9,68 - - 6,02
Leucina 2,30 9,60 - - 5,98
Lisina 2,18 8,95 10,53 10,20 9,74
Metionina 2,28 9,21 - - 5,74
Fenilalanina 1,83 9,13 - - 5,48
Prolina 1,94 10,60 - - 6,30
Serina 2,20 9,15 - - 5,68
Treonina 2,21 9,15 - - 5,68
Triptofano 2,38 9,39 - - 5,89
Tirosina 2,20 9,11 10,07 9,60 5,66
Valina 2,32 9,62 - - 5,96

pKar = Valores de pK, em aminoacidos (AA) e proteinas (Cadeia lateral).

Os aminoéacidos podem ser classificados de acordo com o grau de
interacdo das cadeias laterais com a agua. A Tabela 2.2 mostra os valores de
hidrofobicidade dos grupos laterais dos aminoacidos. A hidrofobicidade pode ser
definida como a variagdo do excesso de energia livre de um soluto dissolvido em

agua em relacdo ao mesmo soluto dissolvido em um solvente organico em

10
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condigbes similares, sendo denominado AG; Os aminoacidos com valores
positivos de AG; sao hidrofébicos e em proteinas, tendem a se localizar no interior
da estrutura das mesmas. Ja os que apresentam valores negativos sao hidrofilicos
e tendem a se localizar na superficie das mesmas. A lisina, apesar de ser
considerada hidrofilica, apresenta AG; positivo, devido principalmente aos quatro
grupos CH> em sua molécula, que preferem se manter em meio organico ao invés

de meio aquoso (SIKORSKI, 2002).

Tabela 2.2. Hidrofobicidade dos grupos laterais de aminoacidos (Fonte:
SIKORSKI, 2002).

Aminodcido | AG; (etanol 2 agua) kJ/mol
Alanina 3,1
Arginina 3,1

Asparagina -0,04
Acido aspartico 2,2
Cistina 4,2
Glutamina -0,4
Acido glutamico 2,3
Glicina 0,0
Histidina 2,1
Isoleucina 12,4
Leucina 10,1
Lisina 6,2
Metionina 5,4
Fenilalanina 11,1
Prolina 10,8
Serina 0,2
Treonina 1,8
Triptofano 12,5
Tirosina 12,0
Valina 7,0

11
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Dentre as propriedades funcionais e tecnolégicas das proteinas destacam-
se: a solubilidade, a absorcao e a capacidade de se ligar a agua, as modificacoes
reolégicas que conferem aos produtos (viscosidade, textura, entre outros), a
atividade emulsificante e a estabilizacdo de emulsdes, a capacidade de formacao
de gel, a formacdo e estabilizacdo de espuma e a absorcdo de gordura
(MAGDASSI, 1996).

As caracteristicas do meio podem influenciar as propriedades funcionais
das proteinas, destacando-se: a natureza do solvente, o pH, a forca ibnica, a
temperatura e a presenca de interfaces (MAGDASSI, 1996). No entanto, o
tamanho, formato, composigao e sequiéncia de aminoacidos sao as caracteristicas
principais que governam a funcionalidade de uma proteina (DAMODARAN, 1996).
Dentro de certos limites, € possivel mudar algumas destas propriedades usando
modificagbes quimicas, hidrélise enzimatica ou desnaturacdo protéica

(MAGDASSI, 1996).

2.1.1. Propriedades emulsificantes das proteinas

Inumeros alimentos naturais e processados sédo produtos do tipo emulsao
em que as proteinas tém importante papel como emulsificantes, como em leites,
margarinas, maioneses, molhos, pastas, sobremesas congeladas, entre outros
(DAMODARAN, 1996). A estabilizacao de emulsdes € um dos maiores problemas
encontrados nas industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica e tem levado a
inumeros esforgos na tentativa de estudar e desenvolver compostos surfactantes e

estabilizantes cada vez melhores (DJAGNY; WANG; XU, 2001b).

12
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Uma emulsédo € composta por dois liquidos imisciveis, normalmente 6leo e
agua, sendo um dos liquidos disperso no outro na forma de pequenas gotas
esféricas através do processo de homogeneizacado. Este processo geralmente é
realizado em duas etapas, sendo a primaria definida como a produgdo de uma
emulsao diretamente a partir de dois liquidos imisciveis e a secundaria consiste na
reducdo do tamanho das gotas existentes na emulsao primaria (MCCLEMENTS,
2005).

Todas as emulsdes sao termodinamicamente instaveis e tendem a se
romper com o tempo, resultando em duas fases liquidas separadas. O desafio do
processamento de alimentos emulsionados é garantir que o tempo requerido para
que uma inevitavel separacao de fases ocorra seja maior que o tempo de
prateleira do produto em questao (MAGDASSI, 1996).

Para produzir emulsdes cineticamente estaveis é necesséria a adigao de
emulsificantes e/ou estabilizantes. Os emulsificantes sdo espécies quimicas que
promovem a formacdo da emulséo e estabilizagdo por acao interfacial. Existem
dois tipos de emulsificantes usados no processamento de alimentos: os
surfactantes de baixa massa molecular, como monoglicerideos, polissorbatos e a
lecitina, e os emulsificantes macromoleculares como as proteinas. Ja os
estabilizantes, normalmente atuam através de dois mecanismos: via modificacdo
da viscosidade ou gelificacdo da fase continua aquosa. Nesse caso algumas
proteinas e polissacarideos sédo bastante utilizados (DICKINSON, 2003). No
entanto, a acdo das proteinas como emulsificante se deve principalmente a sua
natureza anfifilica. As proteinas migram espontaneamente para a interface ar-

agua ou Oleo-agua, o que indica que a energia livre destas macromoléculas é
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menor na interface do que na fase continua aquosa. Além disso, diferente dos
surfactantes de baixa massa molecular, as proteinas formam um forte filme
viscoelastico na interface com habilidade de resistir a choques mecéanicos durante
a estocagem e o manuseio (DAMODARAN, 1996).

A Figura 2.1 ilustra a diferenca no mecanismo de estabilizacao pela acao de

emulsificantes e estabilizantes.

o g =

Figura 2.1. llustracao esquematica de gotas de 6leo estabilizadas pela acao de
emulsificantes (A) e por estabilizantes (B) (Fonte: GARTI; LESER, 2001).

Os principais mecanismos de desestabilizacdo de emulsdes sdo mostrados
na Figura 2.2. A cremeacéao gravitacional ocorre quando a fase dispersa € menos
densa que a continua, porém nao existe coalescéncia. Ja a sedimentacao, ocorre
quando as gotas sdo mais densas que o meio continuo. A floculagdo ocorre
quando as gotas emulsificadas se associam em flocos sem a destruigcdo das gotas
individuais e a coalescéncia das gotas, quando as paredes das gotas séo

destruidas e existe a formagéo de gotas maiores (DICKINSON, 1992).

14
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o o 00| Emulzdo
= o cineticamente
o B o | eatdvel

Cremeagdo  Sedimertagdo  Floculago  Coalescencia

Figura 2.2. Representacdo esquematica dos mecanismos de instabilidade das
emulsdes (Fonte: MCCLEMENTS, 2005).

O tamanho médio da gota de uma emulsdo depende da adsorcado das
moléculas surfactantes as gotas de 6leo formadas durante o processo de
emulsificacao. Esse fendbmeno ocorre simultaneamente com a coalescéncia das
gotas, de forma que, quanto mais rapida as moléculas se ancoram na interface
entre a gota de déleo e 0 meio aquoso, menor sera o tamanho médio de gota no
final do processo. No caso das proteinas, a difusdo das mesmas para a interface
ocorre de maneira mais lenta que os surfactantes de baixa massa molecular, o
que pode promover um aumento do tamanho das gotas. No entanto, a
propriedade estabilizante das proteinas se deve também a caracteristicas
reologicas e eletrostaticas do filme formado, reduzindo a coalescéncia das gotas
(SANCHEZ-VIOQUE et al., 2004).

A solubilidade tem um importante papel nas propriedades emulsificantes
das proteinas. Uma vez que a estabilidade dos filmes de proteina na interface

0leo-agua € dependente de interagdes favoraveis com ambas as fases, certo grau
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de solubilidade € necessario. Geralmente, proteinas com alta solubilidade no
ponto isoelétrico, como a gelatina, apresentam maxima atividade e capacidade
emulsificante nesse pH, principalmente devido a falta de carga e interacdes
eletrostaticas repulsivas, maximizando a quantidade de proteina na interface e
promovendo a formacao de um filme altamente viscoelastico. No entanto, a falta
de interacbes eletrostaticas repulsivas entre as gotas da emulsdao poderia
promover a floculacdo ou coalescéncia das gotas (DAMODARAN, 1996).

As propriedades emulsificantes das proteinas podem também ser
correlacionadas com a sua hidrofobicidade. A habilidade de varias proteinas de
diminuir a tensdo na interface éleo-dgua e com isso aumentar a atividade
emulsificante pode ser correlacionada com os valores de hidrofobicidade
superficial, no entanto, esta correlacio nem sempre é perfeita, sendo a
flexibilidade molecular em alguns casos mais importante na determinacdo das
propriedades emulsificantes desta macromolécula. A desnaturagcdo parcial da
proteina, em geral, aumenta a propriedade emulsificante da mesma devido ao
aumento da flexibilidade molecular e a hidrofobicidade na superficie
(DAMODARAN, 1996).

As propriedades das emulsdes estabilizadas por proteinas podem ser
afetadas por diversos fatores, que incluem fatores intrinsecos (pH, forga idnica,
temperatura, presenca de surfactantes de baixa massa molecular, agucares,
fracdo volumétrica de 6leo, tipo de proteina e a temperatura de fusdo do éleo) e
extrinsecos (tipo de equipamento, taxa de entrada de energia e a taxa de
cisalhamento) (DAMODARAN, 1996). Além disso, apesar de as proteinas serem

consideradas emulsificantes efetivos, em alguns casos, as condi¢cdes de processo
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de obtencao severas, como pH e temperatura, podem diminuir ou alterar suas

propriedades de superficie (DJAGNY; WANG; XU, 2001b).

2.2. Gelatina

A gelatina € uma proteina de origem animal, solivel em &agua, cujas
propriedades dependem do processo de obtencdo e da matéria-prima utilizada.
Suas caracteristicas funcionais associadas a sua habilidade em formar um gel
transparente sob determinadas condi¢cdes fazem com que seja uma proteina de
alto interesse e valor comercial (DJAGNY; WANG; XU, 2001c).

As matérias-primas para producdo de gelatina contém coldgeno em sua
estrutura e sao principalmente as peles bovinas e suinas, os 0ssos e os tecidos
conectivos. O processo de obtencdo se da através de tratamento com &acidos e
bases, seguido por extracdo com agua quente, conferindo ao produto final alta
viscosidade em agua, composicao quimica similar a do colageno e capacidade de
formagdo de gel sob resfriamento. Existem dois tipos de gelatina, que sao
classificadas de acordo com o tipo de matéria-prima que as originou: gelatina tipo
A, que é produzida através de pele e 0ssos suinos; e a gelatina tipo B, produzida
através de couro, 0ssos e aparas bovinas (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

A molécula de colageno existe na forma de tripla hélice, a qual € composta
de trés cadeias denominadas a. Estas cadeias se posicionam em uma estrutura
tridimensional, que pode ser vista na Figura 2.3. As cadeias o de colageno séo
compostas por uma sequéncia especifica de aminoacidos, na qual a glicina € o

aminoacido em maior concentracdo na cadeia, cerca de 1/3 do total, seguido pela
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prolina e hidroxiprolina, com cerca de 1/5 do total cada uma. Os principais
aminoacidos constituintes da gelatina, sua estrutura e as quantidades sé&o
mostrados nas Tabelas 2.3 e 2.4, mas a seqUéncia que mais aparece na cadeia é
a glicina-prolina-hidroxiprolina. No geral, a cadeia é constituida por seqiéncias de
peptideos contendo predominantemente aminoacidos neutros alternados com
seqliéncias em sua maioria polares contendo aminoacidos acidos e basicos. No
entanto, estudos de microscopia eletrbnica mostraram areas alternadas com

aminoacidos polares e apolares (WARD; CURTS, 1977).

Figura 2.3. Estrutura tridimensional da molécula de colageno (Fonte: Gelita do

Brasil).

Tabela 2.3. Estrutura e quantidade dos principais aminoacidos hidrofébicos

presentes na gelatina.

Leucina Metionina Fenilalanina
Alanina Isoleucina
o H H Oy T M O‘\c—Z—NH OC—Z—NH
Aminoacido 0\‘C_Z_N,H HOTC*#*N:H HO’C_EJN H HO' ey, M HO' oy H
HO L. H i I CH,
CHa H,C ?Hz _CH é
CH, H,C  CH, in,
. 8,799/100g 1,369/100g 2,729/100g 0,37g/100g 2,10g/100g
Quantidade proteina proteina proteina proteina proteina
Prolina Tirosina Valina
o, H
H ; c—¢ NH H
Aminoacido Se—d—n" ° om O, 1 H
HOH-d M 2 /C_(F_N\
W el w ) HO ¢y H
o T H,C" CH
OH
. 13,389/100g 0,489/100g 2,059/100g
Quantidade proteina proteina proteina
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Tabela 2.4. Estrutura e quantidade dos principais aminoacidos hidrofilicos

presentes na gelatina.

Arginina i A i
Acido aspartico Acido Hidroxilisi
H Ami L idroxilisina
HG".:—L_:—N i o, Mk glutamico Glicina
¢ eu M S e H:N — CH——COOH
Aminoacido oSN, %o b m W om s
CH. CH, Ho ] H LETGN
H, [ CH, HO ' H :
HH ,C. CH, i on
c. HO "o c. du,
HM N Ho o rlm,,
. 7,18g/100g 4,209/100g 9,25g/100g 25,499/100g 1,009/100g
Quantidade proteina proteina proteina proteina proteina
Lisina )
Hidroxiprolina Histidina o H n Serina Treonina
a B TG=C—N,_ H
NH— CH——COOH “e—c—N’ HO L. H o, | H H
Aminoacido o' Ly H "c—C—N Bk L M
CH; Hz H CH, HO W LGN
\m/ i e CH, C|3H2 2] CH H
bu NG CH, OH HO  CH,
MNH,
. 12,909/100g 0,67g/100g 3,24g9/100g 2,87g/100g 1,479/100g
Quantidade proteina proteina proteina proteina proteina

A distribuicdo de massa molecular das gelatinas tipo A e B é um pouco

diferente. A gelatina tipo B normalmente apresenta uma maior proporcdo de

fracOes de alta massa molecular, enquanto a tipo A possui uma distribuicdo mais

homogénea, contendo maior quantidade de polipeptidios de baixa massa

molecular. Estas diferencas estdo associadas com as diferencas na maturidade do

colageno utilizado na obtengcdo desses dois tipos de gelatina, no entanto, as

condicbes de processo podem ser alteradas a fim de se obter gelatinas com

diferentes perfis de distribuicdo de massa molecular. A Figura 2.4 mostra o perfil

de massa molecular de gelatinas tipos A e B, obtidos através da metodologia de

cromatografia de permeacdo em gel (WARD; COURTS, 1977).
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Figura 2.4. Perfil de massa molecular de gelatinas tipos A e B (Fonte: Gelita do

Brasil).

O perfil apresenta picos que indicam as proporcoes relativas das diferentes
fracOes, as quais sdo combinacbes da cadeia o que é a unidade basica. As
cadeias B sado formadas por duas diferentes cadeias a, a a1 e a a2, provenientes
de diferentes tipos de colageno. Oligbmeros de trés cadeias normalmente
aparecem na forma de tripla hélice e sdo chamados de cadeias y. A Figura 2.5
mostra a massa molecular média das cadeias a, B € y. A gelatina consiste de uma

mistura destas diferentes fracées de polipeptidios tendo uma massa molecular

média estimada em cerca de 100.000 Da (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

3 cadeias a 1 cadeia a e 1 cadeia p 1 cadeia y
80-125.000Da 160-250.000Da 240-375.000Da

Figura 2.5. Massa molecular média das cadeias a, € y (Fonte: Gelita do Brasil).
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Diferencas no perfil de distribuicido de massa molecular afetam diretamente
a funcionalidade da gelatina. Em termos gerais, uma maior proporcao de fracoes
de baixa massa molecular aumenta o tempo necessario para a formacao de gel.
Além disso, a forga de gel, também conhecida como “Bloom” da gelatina, esta
relacionada a soma das cadeias o e P juntamente com os peptideos de maior
cadeia, ja a viscosidade, pode ser correlacionada diretamente com a massa
molecular média (WARD; COURTS, 1977).

Devido as diferencas de processo entre as gelatinas tipo A e B, elas
apresentam diferentes valores de pl, sendo o da gelatina tipo A em torno de 7,0-
9,0 e a tipo B de 5,0-6,0. Além da diminuicao da solubilidade, o pl também afeta o
comportamento da gelatina em combinagdo com outros hidrocoléides,
principalmente se estes também forem carregados. Quando a gelatina € misturada
a um hidrocoloide carregado com carga oposta, ocorre a neutralizacao das cargas
e havera separacao de fases ou coacervacao levando o gel a ficar turvo devido a
precipitacdo de um dos hidrocoldides. Por outro lado, se a gelatina for combinada
a um hidrocoléide com a mesma carga, efeitos sinergisticos podem ocorrer, pois a
carga do sistema se move para longe do pl (WARD; COURTS, 1977).

As propriedades de superficie da gelatina se devem ao fato de as cadeias
laterais possuirem grupos carregados e sequéncias de aminodacidos tanto
hidrofilicos quanto hidrofébicos, assim como ocorre com as outras proteinas. Essa
natureza anfifilica da gelatina permite com que ela se ligue a superficies de
diferentes naturezas quimicas. Dessa forma, ambas as partes hidrofilicas e

hidrofébicas tendem a migrar em direcdo a superficie, conseqientemente
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reduzindo a tensao superficial de solugdes aquosas. Ao mesmo tempo, a gelatina
possui diversas propriedades para proteger e estabilizar a superficie formada,
como a capacidade de formacao de gel e/ou aumento da viscosidade da fase
aquosa. Esta propriedade multifuncional da gelatina é utilizada na producao e

estabilizacao de espumas e emulsées (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

2.3. Modificac6es quimicas nas proteinas

As propriedades funcionais das proteinas podem ser alteradas através de
reacdes de modificagdo quimica das cadeias laterais, porém, apenas algumas
destas reacdes sao adequadas para modificacdes de proteinas alimenticias
(DAMODARAN, 1996). A melhora da capacidade emulsificante das proteinas pode
ser conseguida com a modificacdo da sua hidrofobicidade superficial. O aumento
da hidrofobicidade da molécula de proteina pode promover alteragées na estrutura
ou massa molecular através da ligagdo covalente de grupos hidrofébicos a
molécula de proteina. Este € um dos métodos mais vantajosos, dado que o
aumento da hidrofobicidade superficial pode ser controlado pelo numero de grupos
ligados por molécula de proteina, pelo tamanho da cadeia ligada ou pelo tipo de
grupo hidrofébico utilizado (MAGDASSI, 1996).

Dentre as técnicas utilizadas para modificacdo quimica, as reagdes de
acetilagdo e succinilagdo dos derivados de grupos amino da lisina s&o bastante
conhecidas por aumentar a carga negativa das moléculas de proteinas e com isso
aumentar as forgas repulsivas eletrostaticas intra e intermoleculares, favorecendo
a formagdo e a estabilizacdo das emulsdes. J&4 a acilagdo, causa expansao

molecular das moléculas de proteina, favorecendo a melhoria da funcionalidade
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(MAGDASSI, 1996). A acilacdo aumenta a lipofilicidade e a capacidade de ligacao
de dleo das proteinas, facilitando a formacdo de novas estruturas micelares e
outros tipos de agregados protéicos. Os grupos amino dos residuos de lisina e os
grupos SH da cistina sdo os grupos nucleofilicos mais reativos nas proteinas,
sendo que a maioria das modificacdes quimicas envolve esses grupos. A reacao
de acilacdo é a forma mais comum de ligacdo covalente nos grupos lisina

(DAMODARAN, 1996).

2.3.1. Acilacao
A acilacao refere-se a toda reacao que resulte da introducao de um grupo
acila, por substituicdo ou adigdo, em um composto organico. A Figura 2.6 mostra a

reacao geral de acilacdo com um composto orgéanico.

Composto organico
R —COX + MH; — CH - COOH
I

YOH

R—CO—-NH-CH-COOH +¥X + H,O
|

Grupo acila R’ R’

Figura 2.6. Reacéo geral de acilagéo, onde R e R’ representam os radicais do
grupo acila e do composto orgéanico, respectivamente e YX o sal formado apés a
reacao.

De acordo com Belitz, Grosch e Schieberle (2009), sdo considerados cinco
tipos de processos, segundo a forma de ligagéo que se efetua:
a) Substituicdo de um hidrogénio em um grupo hidroxila de &lcoois ou

fendis (O-alquilagdo/acilacao);
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b) Substituicdo de um hidrogénio ligado a um atomo de nitrogénio trivalente
(N-alquilacao/acilagcao);

c) Adicdo de um haleto ou éster de alquila a um atomo de nitrogénio
pentavalente;

d) Substituiciko de um hidrogénio em hidrocarbonetos (C-
alquilacao/acilacao);

e) Adicdo de compostos alquil-metalicos (O-alquilagdo/C-alquilacao).

No processo de acilacdo, a ligacdo covalente nos grupos amino pode ser
feita através de:

- Reacdo com anidridos derivados de acidos carboxilicos, como o anidrido
acético, por exemplo;

- Reagdes com ésteres de N-hidroxisuccinamida;

- Reacgéao com cloretos de acila de diferentes tamanhos de cadeia, como

mostra a Figura 2.7 (MAGDASSI, 1996);

pH

o
@®—u, + q‘_,?-n acaine. @y - d g« ma

Figura 2.7. Mecanismo da reacao de acilacdo com cloretos de acila.

Os cloretos de acila, como por exemplo, o cloreto de lauroila (C12), sédo
haletos de acila que intermediam muitas das reacbes quimicas de acilacao
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). A Figura 2.8 mostra a reacgao tedrica

dos grupos funcionais da gelatina com terminagao amino com o cloreto de lauroila.
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No caso da gelatina, os amino&cidos com terminais amino disponiveis para a
reacao sao a arginina, lisina e hidroxilisina.
Representacéo dos residuos de

aminoacidos disponiveis para a reagao
de acilagdo em uma gelatina padrao

0
2 - CH- 7 #0
| SNNH - CH - ¢ s
(CH2)3 | SNMH - ‘CH =
| CH2)4 OH ;
‘ [ ’ (CHZ)2 Cloreto de lauroila
! HEz oo NaOH o
VS Lisina [ » CH37(CH2)9—CH2—C\
H2M  NH CH2 Cl
. |
Arginina NH2
Hidroxilisina Gelatina acilada
#O
CH3 ~{CHEP ~ CH3 ~ ¢ 0
HN - CH-C 0
| NH-CH-C S0
(CHZ)3 | C\MH - CH-C
(CHZ4 | OH
NH | (CH2)2
NaCl + HO + é NIH C\H ox
S c=0 |
HN NH | CH
re CH2 |
CHI-(CHDY - CHI =0y | NH
o

OZ/ C—CHZ-(CHZ)? —CH3S

Figura 2.8. Reacao tedrica de acilagao da gelatina com cloreto de lauroila.

Uma vez que as formas protonadas e desprotonadas de uma cadeia lateral
reativa possuem propriedades quimicas diferentes, o pH tem uma importante
influéncia sobre a acilagao destes grupos. Geralmente, a reatividade aumenta com
o aumento da nucleofilicidade e com a diminuicdo da protonagédo. A taxa de
acilagdo é altamente reduzida ou até mesmo suprimida quando o pH esta
significantemente abaixo do pKa do grupo funcional. Desta forma, os grupos
amino tendem a tornarem-se mais reativos quando em pH altos (MAGDASSI,
1996).

A acilacdo dos grupos do aminodcido lisina com anidridos acidos (por

exemplo, anidrido succinico) é a mais estudada para diferentes tipos de proteinas.
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A proteina hidrolisada de soja, quando acilada com anidrido succinico apresentou
maior atividade de superficie se comparada com a proteina nativa devido ao
aumento da hidrofobicidade (LIN; CHEN, 2006b).

As propriedades de formacao de espuma da proteina hidrolisada de canola,
apos reacao de acilacado com cloretos de acila de diferentes tamanho de cadeia
(C6 a C16), foram avaliadas em comparacao a BSA (albumina bovina sérica) e
SDS (dodecil sulfato de sédio). Os peptideos de canola acilados com cloretos de
acila C10, C12 e C14, mostraram alto grau de pureza e hidrofobicidade superficial
crescente de acordo com o tamanho de cadeia acila (do C10 para o C14). Os
melhores resultados foram obtidos para os peptideos acilados com cloretos de
acila de cadeias C10 e 12, que formaram uma espuma de textura mais estavel do
que a formada pelos padrdes. Além disso, também foi observada uma diminuicéo
da tensdo superficial em emulsdes estabilizadas por estes peptideos acilados,
sendo para C10 o melhor resultado, seguido por C12 e C14 (SANCHEZ-VIOQUE
et al., 2001). Em outro estudo com os mesmos autores, foi observada uma
diminuigdo do tamanho médio de gota nas emulsdes e maior estabilidade quanto
maior o tamanho de cadeia acila, também devido ao aumento da hidrofobicidade

(SANCHEZ-VIOQUE et al., 2004).

2.3.2. Reacoes de modificacao da gelatina

As modificagbes quimicas da gelatina normalmente ocorrem em meio
aquoso devido a seu menor custo e conveniéncia como solvente. Outras
alternativas sdo o uso de amoénia anidra liquefeita, dimetilsuféxido, formamida ou

dimetilformamida. Quando nenhum dos solventes é adequado, se torna
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necessario conduzir a reacao com a gelatina em forma de uma suspensao de
finos graos, o que retarda a velocidade da reacdo e a torna menos eficiente,
porém nao ocorre a degradacao hidrolitica do reagente. Com o intuito de diminuir
a degradacdo na molécula de gelatina, é necessario que se mantenha a
temperatura de reacdo abaixo de 80°C, a ndo ser que a reacao ocorra em um
periodo de tempo bastante curto. J& a temperatura minima para evitar a
gelificacdo € em torno de 35°C. O limite de pH normalmente esta entre 3 e 10,
novamente com excecao para casos em que a reagao ocorre de forma rapida. A
necessidade de uma agitacdo eficiente durante essas reacbes é critica,
principalmente se o reagente a ser usado € um agente reticulante. Apés a reacéao,
normalmente se faz necessario o uso de um acido ou base para ajuste final do pH
da gelatina (WARD; COURTS, 1977).

Alguns estudos especificos utilizando gelatina de origem suina, como o
conduzido por Djagni, Wang e Xu (2001a), mostraram os efeitos no grau de
esterificacdo da gelatina utilizando diferentes condigbes de reagdo com acidos
graxos como tempo, temperatura, pH, quantidade de &agua, proporgéo
reagente:gelatina e tipo de reagente utilizado (DJAGNY; WANG; XU, 2001a). Em
continuacao a este estudo, mostraram as alteragbes que a esterificacdo da
gelatina acarretou em algumas propriedades, como a diminui¢do da solubilidade,
da forga de gel e da viscosidade, e um aumento na hidrofobicidade, no indice de
estabilidade e estabilidade térmica de emulsées (DJAGNY; WANG; XU, 2001b).

Toledano e Magdassi (1997) conduziram um estudo cujo objetivo era o
aumento da atividade de superficie da gelatina através da ligagdo covalente com

cadeias hidrofébicas de acidos graxos de diferentes tamanhos. De acordo com o
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estudo, o tamanho da cadeia ligada a proteina ndo teve efeito no grau de
esterificacao final da proteina (ou seja, na quantidade de cadeias hidrofébicas
ligadas a gelatina), porém, o grau de esterificagdo aumentou com o aumento da
proporcao de éster por grama de gelatina (TOLEDANO; MAGDASSI, 1997).

Em continuacdo a esse estudo, também foram avaliadas as propriedades
de emulsificacdo e formacdo de espuma dessas gelatinas modificadas. Foi
observada uma diminuicdo do tamanho de gota das emulsdes produzidas com as
gelatinas modificadas e consequentemente, maior estabilidade dessas emulsdes.
Além disso, também foi encontrada uma maior habilidade de formacédo e
estabilidade de espuma (TOLEDANO; MAGDASSI, 1998). Em outro estudo,
surfactantes derivados de gelatina foram preparados a partir da acilacdo ou da
ligacdo covalente de grupos hidrofébicos provenientes de anidrido succinico a
moléculas de gelatina hidrolisada. Como resultado, foi encontrada uma maior
atividade de superficie para as gelatinas modificadas e um aumento da

capacidade emulsificante e de formagéo de espuma (LIN; CHEN, 2006a).
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CAPITULO 3. Material e Métodos
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3.1. Material

Os materiais utilizados para a producao das gelatinas aciladas foram a
gelatina de origem bovina tipo B cedida pela Gelita do Brasil (Cotia, Brasil), o
cloreto de lauroila adquirido da Sigma-Aldrich (Buchs, Suica) e as resinas anidnica
4200 e catibnica 1200 Amberjet da Lapidagua (Sao Paulo, Brasil).

Para a producao das emulsdes foram adquiridos o 6leo de soja Soya da
Bunge Alimentos S.A (Brasil), comprado em mercado local e a azida sddica
(NaNs3), adquirida da Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA).

Para a avaliacdo das gelatinas modificadas foram utilizados, o &acido
trinitrobenzenosulfénico dihidratado p.a (TNBS) e o dodecil sulfato de sédio (SDS),
adquiridos da Sigma-Aldrich (Buchs, Suica). Os demais reagentes utilizados eram

de grau analitico.

3.2. Métodos

3.2.1. Ensaios preliminares

Para determinacdo das condigdes ideais para o processo de acilagdo da
gelatina foram conduzidos experimentos preliminares baseados nos trabalhos de
TUROWSKI et al. (1991), SANCHEZ-VIOQUE et al. (2001 e 2004) e MALABAT et
al. (2001). A quantidade do reagente de acilacdo, cloreto de lauroila, a ser
adicionada nos ensaios preliminares foi definida com base na estequiometria da

reacao, o que resultou em 6% (m/m) sobre a gelatina.
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3.2.1.1. Avaliacao do efeito do pH na reacao de acilacao

Foram avaliados os pHs de 8 a 11, e a reagao, conduzida como mostra o

fluxograma da Figura 3.1.

GP

}

IDIreQar?Odoe umz/a Ajuste do pH desejado Aldigéqldo °L°Tet%de
so L:Q?O % (MV) | ————— | com solugao de NaOH |————— | taur0| ta QOSJa”.tO ;
ge atma.em agua 22,5 % (m/v) a 50 °C. entamente so agl acao
destilada. constante a 50 °C.

!

Aquecimento a 70 °C e Manutencéo da solugao Ajuste~ constante do pH da
agitagéo constante por |¢———— | sob agitagao constante [¢————| SOlugdo com NaOH para o
mais 3h. por mais 1 h a 50 °C. valor desejado durante a
adicao do reagente.
Centrifugagéo a ) ~
Resfriamento para 10.000 g/15 minutos Flltragflo p/ Seqagem emospray
30 °C e ajustedo  [—p p/ remocéo de parte |—— remocéo do R drier a 1~80 Ca
pH para 5,5. do precipitado precipitado uma vazao de 0,8
formado. remanescente. L/h.

!

pH8, pH9, pH10
e pH11

Figura 3.1. Fluxograma de processo para avaliagdo da reacdao em diferentes pHs.
GP: gelatina padrao ndo submetida a reacao de acilacao. pH8; pH9; pH10 e

pH11: gelatinas aciladas em pH 8, 9 ,10 e 11, respectivamente.

As amostras foram caracterizadas quanto a forca de gel (item 3.2.3.3) e

atividade e estabilidade emulsificante (item 3.2.3.2).

3.2.1.2. Avaliacao do balanco de massa da reacao

Para avaliacdo do balanco de massa da reacdo, seguiu-se o procedimento

descrito na Figura 3.2, cujas siglas em negrito referem-se as amostras que foram
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caracterizadas para o balanco em relagdo a proteinas (item 3.2.3.5), cinzas (item

3.2.3.6), umidade (item 3.2.3.7) e cloretos (item 3.2.3.8).

GP
v
Pre;laar9 d;aoucr;a Ajuste do pH desejado Aldigéqldo c{oret%de
s}o ugalo W% ——» | com solugdo de NaOH _ | taur0| ta gosjan.to ;
(m/v) gelatina em 22,5 % (m/v) a 50 °C. entamente sob agitagéo

agua destilada. constante a 50 °C.

}

- : Ajuste constante do pH
Resfriamento Aq“?g';‘(’:egto a Manuteng&o da da solugdo com NaOH
para30°Ce |o agitagao «— solugao sob <«——| para o valor desejado
ajuste do pH constante por agitagdo constante durante a adico do
para 5,5. mais 3 hF.) por 1 ha50°C. reagente.
Centrifugagéo a Filtragao p/
10.000 g/15 minutos p/ N remogao do > dSriee(;E;g?g)ig Zrﬁ%ya > L
remogao de parte do precipitado * vazio de 0.8 L/h
precipitado formado. remanescente. ’ )
+ v GA v
P1 P2 Gs
v
P

Figura 3.2. Fluxograma de processo para avaliacdo do balango de massa da
reacdo. GP: gelatina padrao; GA: gelatina acilada; P: precipitado formado durante
a reacao, formado por P1 e P2; GS: gelatina seca; L: perda de gelatina no ciclone

do spray-drier.

3.2.1.3. Determinacao do tempo de reacao

Para avaliacdo da cinética de reacdo, amostras foram retiradas e
caracterizadas em diferentes tempos durante a reagdo de acilagdo, conforme
mostra a Figura 3.3. A concentragao inicial da solugéo de gelatina foi aumentada
para 30 % visando aumento do rendimento da reagéo. O pH foi fixado em 11 por
ter levado a maior atividade emulsificante final da gelatina. Além do tempo definido

para a reacao de 4 horas (TUROWSKI et al., 1991), optou-se por seguir a reagcao
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por mais duas horas a fim de verificar o término da reagdo, em um total de 6

horas.

GP

|

Preparo de uma
solugao 30 % (m/v)
de gelatina em agua

destilada.

—

solugdo de NaOH 22,5

Ajuste de pH 11 com

% (m/v) a 50 °C.

Adicao do cloreto de
lauroila gotejando
lentamente sob agitacao
constante a 50 °C.

'

—| Aquecimento a 70 °C Manutengao da solugéo gJ:sst;;o;:tcaon;qe'\cligopkl-{l
e agitacao .cogshtante 4| sobagitagéo constante durantge a adicao do
or mais 3 h. 0
p ! por 1 ha50 °C. reagente.
Lo ,
T Vo
: Reosfrlar para | T2, T3e T4 i Resfriarpara !
--» , 30°Ceajustar |--» (ymaamostra i 30°Ceajustar !--» T1
L f)_P_H_anlrf_51_5_- o por hora) ! opHpara55. 1
N N | FmEmmmmm == ]
Manter a 70 °C sob i Resfriar para | T5eT6
g Bt B > | 30°Ceajustar !--P (umaamostra
h
adicional de 2 h. :h _ E)_pl-l_rza_r::l _5’_5_' _ _: por hora)

Figura 3.3. Fluxograma de processo para avaliacao da cinética da reacao. GP:
gelatina padrao nao submetida a reacao de acilacao; T1, T2, T3, T4, T5 e T6:

gelatinas aciladas durante 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas de reacao respectivamente.

As amostras foram caracterizadas quanto a forgca de gel (item 3.2.3.3),
viscosidade (item 3.2.3.4), proteina (item 3.2.3.5), cinzas (item 3.2.3.6), umidade
(tem 3.2.3.7), atividade e estabilidade emulsificante (item 3.2.3.2), grau de
hidrélise (item 3.2.3.1) e microscopia 6tica para determinagédo do tamanho de gota
(item 3.2.3.13) da emulsdo formada com as gelatinas obtidas.

Com base nos resultados destes ensaios preliminares (itens 3.2.1.1, 3.2.1.2
e 3.2.1.3), definiu-se avaliar a reagdo de acilagdo a seco, visando prevenir a

degradacao do reagente e formacéo de precipitado.
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3.2.1.4. Avaliacao da reacao conduzida a seco

Para a avaliacdo da reacdo conduzida a seco, foram seguidos dois
procedimentos diferentes, que visavam escolher a gelatina a ser usada na reacao
e avaliar as condi¢cbes da reacéo a seco.

A Figura 3.4 mostra o fluxograma para os testes de reacdo de acilacao
conduzida a seco sem ajuste de pH das gelatinas. Foram utilizados 3 diferentes
tipos de gelatina, GP1, GP2 e GP3, sendo o GP1 e GP2 duas gelatinas padréao
com diferentes caracteristicas de forga de gel ou “Bloom” (GP1 em torno de 260 g

e GP2 de 290 g) e o GP3 uma gelatina hidrolisada, que nao gelifica.

GP1/GP2/ GP3
v o

Agitagéo da gelati Adigao do cloreto de o o Cloreto g Secagem em

gitagao da gelatina lauroila gotejando adigao

em p6 em tacho  |—» Ientamgnte]sob —»| lauroila, aquecimento [— | estufaa30
encamisado a 50°C. agitacdo constante. a70°C e agitagao eC/48 h.

constante por mais 3h. *
GA1/GA2/GA3

Figura 3.4. Fluxograma de processo para reagdo conduzida a seco sem ajuste de
pH. GP1, GP2 e GP3: gelatinas padrao com diferentes forgas de gel (260 g, 290 g
e 0 g, respectivamente); GA1, GA2 e GA3: gelatinas aciladas provenientes das

gelatinas padrao GP1, GP2 e GP3, respectivamente.

A Figura 3.5 mostra o fluxograma para os testes de reagdo de acilagcéao
conduzida a seco com ajuste de pH das gelatinas. Foram utilizadas apenas as
gelatinas padrdao, GP1 e GP2, ndo tendo sido feito o procedimento para a gelatina

hidrolisada.
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GP1/GP2
v
30 5 (miv) gelatna coluodo para 11 ekt Agitagao da gelatina
o xtru ’
dissolvendo a 65 »| com NaOH 22,5 > secagem em » | empoem um tacho
N : encamisado a 50 °C.
2C/15 minutos % (m/v) estufa a 30°C/48 h
Apo6s término da adigéo e
GA4 Secagem do cloreto de lauroila, Agﬁ?{;’”g%zg;%ge
< em estufaa | ¢— aquecimento a 70 °C e <+ o
GAS 30 °C/48 h. agitagao constante por lentamente sob agitagao
mais 3 h. constante.

Figura 3.5. Fluxograma de processo para reacdo conduzida a seco com ajuste de
pH. GP1, GP2: gelatinas padrao com diferentes forcas de gel (260 g e 290 g,
respectivamente); GA4 e GA5: gelatinas aciladas provenientes das gelatinas

padrao GP1 e GP2, respectivamente.

As gelatinas antes e apds a reacao foram caracterizadas quanto a forga de
gel (item 3.2.3.3), viscosidade (item 3.2.3.4), proteina (item 3.2.3.5), cinzas (item
3.2.3.6), umidade (item 3.2.3.7), cloretos (item 3.2.3.8), distribuicdo de ponto
isoelétrico (item 3.2.3.9), distribuicdo de massa molecular (item 3.2.3.10), grau de
hidrélise (item 3.2.3.1), atividade emulsificante (item 3.2.3.2), além da microscopia
Otica (item 3.2.3.13) e estabilidade visual das emulsées (item 3.2.3.12) preparadas
com as gelatinas obtidas.

Com base nos resultados dos ensaios preliminares (item 3.2.1), definiu-se
conduzir a reagao de acilacao a seco, além dos intervalos de pH da reacao e de
concentragéo do reagente a serem avaliados. Como a reagéo de acilagdo ocorre
em meio basico, definiu-se um intervalo de pH de 8 a 11 para ser usado em um

delineamento experimental (item 3.2.2.1). Os limites inferior e superior de
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concentracao de reagente foram, respectivamente, a quantidade calculada através

da estequiometria da reacao e o dobro desta concentracgéao.

3.2.2. Preparo das gelatinas aciladas e das emulsoes

3.2.2.1. Reacao de acilacao da gelatina

Inicialmente, foi preparada uma solucdo contendo 20 % (m/v) de gelatina
em agua deionizada, intumescida por 30 minutos e dissolvida a 65 °C. Apés
completa dissolugéo, o pH da solugao foi ajustado com solugédo de NaOH 5 M para
o valor determinado através de um planejamento experimental fatorial completo
DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) 22 incluindo 4 ensaios nas
condi¢cdes axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios, conforme

mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Ensaios para o planejamento experimental da reac¢ao de acilagao.

Variaveis codificadas Variaveis reais

Ensaio| pH dareacao Concentracao pH da reacao Concentracao

de reagente (%) de reagente (%)
MDO1 -1 -1 8,4 6,9
MDO02 1 -1 10,6 6,9
MDO03 -1 1 8,4 11,1
MDO04 1 1 10,6 11,1
MDO05 -1,41 0 8,0 9,0
MDO06 1,41 0 11,0 9,0
MDO07 0 -1,41 9,5 6,0
MDO08 0 1,41 9,5 12,0
MDO09 0 0 9,5 9,0
MD10 0 0 9,5 9,0
MD11 0 0 9,5 9,0
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Ap6s o ajuste de pH, a solucéo foi gelificada a 10 °C por pelo menos 8
horas e, posteriormente, o gel foi extrusado e seco em estufa de conveccao
forcada a 30 °C por 48 horas. Apbs seca, a gelatina foi novamente moida e
passada em peneira de 2 mm de abertura para garantir que a granulometria
estivesse homogénea.

A gelatina seca e moida foi colocada em um reator encamisado com
circulacdo de agua a 50 °C. O cloreto de lauroila, cuja concentracao foi ajustada
de acordo com o delineamento experimental mostrado na Tabela 3.1, foi
adicionado lentamente (gotejando) a gelatina seca sob suave agitacao constante.
Apés o final da adicao do cloreto de lauroila, a gelatina foi mantida sob agitacéo
no reator por mais 1 hora a 50 °C. A temperatura foi entdo aumentada para 70 °C
e ficou sob agitacdo por mais 3 horas. Ao final da reacéo, a gelatina acilada foi
novamente seca em estufa de conveccao forcada a 30 °C por 48 horas.

Amostras “controle” foram feitas para todos os pHs do delineamento, nas
quais a gelatina foi submetida as mesmas etapas da reagcédo de acilagao, porém
sem a adicao do reagente cloreto de lauroila. A Tabela 3.2 mostra as condigbes

de pH e denominacao das amostras “controle”.

Tabela 3.2. Amostras “controle” preparadas sob as mesmas condi¢cdes das

gelatinas aciladas, porém sem adicdo do reagente.

Ensaio | pH da reacdo
MD12 8,0
MD13 8,4
MD14 9,5
MD15 10,6
MD16 11,0
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Todas as gelatinas foram submetidas a um processo de deionizagéo para
remocao de reagentes em excesso ou subprodutos da reagao. Foi preparada uma
solucdo contendo 20 % (m/v) da gelatina modificada em agua deionizada,
intumescida por 30 minutos e dissolvida a 65 °C. A solugao foi deionizada a 50 °C
utilizando resinas anidnicas e catibnicas até atingir condutividade inferior a 300
us/cm (valor de referéncia para uma gelatina padrao). Posteriormente, a gelatina
foi filtrada para remocéao das resinas e do precipitado formado.

O pH da solucao final foi ajustado para 5,5 utilizando solugdo NaOH 5 M ou
HCI 1 M e a gelatina modificada foi resfriada a 10 °C por pelo menos 8 horas para
gelificacdo. Posteriormente esta gelatina foi extrusada em moedor de carne e seca
em estufa de convecgédo forcada a 30 °C por 48 horas novamente moida e
passada em peneira de 2 mm de abertura. O fluxograma simplificado de todo o

processo de acilacdo da gelatina pode ser visto na Figura 3.6.

Preparo da solugéo > Ajuste de pH > Gelificagao, secagem

20 % (m/v) gelatina e moagem da gelatina

Aumento da Manutengao da Adig&o do cloreto de

temperaturap/ 70°Ce | <«—— | agitagdoa50°C | «—— | lauroilaa 50 °C sob
agitacao por 3 h por 1 h agitacao constante

Deionizagao da Secagem da gelatina Avaliacao e

gelatina e ajuste de | —> em estufa a 30 °C — | caracterizagdo das
pH para 5,5 por 48 h gelatinas aciladas

Figura 3.6. Fluxograma de processo da reacao de acilagcao da gelatina.
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As mesmas analises que foram feitas para as gelatinas modificadas (MDO1
a MD11) e seus respectivos “controles” (MD12 a MD16) foram feitas também para
a gelatina em sua forma original, sem nenhuma alteracdo, sendo chamada de
gelatina padrao (GP).

Todas as gelatinas foram avaliadas quanto ao grau de acilagdo (item
3.2.3.1), atividade e estabilidade emulsificante (item 3.2.3.2), forca de gel (item
3.2.3.3), viscosidade (item 3.2.3.4), proteina (item 3.2.3.5), cinzas (item 3.2.3.6),
umidade (item 3.2.3.7), cloretos (item 3.2.3.8), distribuicdo de ponto isoelétrico
(item 3.2.3.9), distribuicdo de massa molecular (item 3.2.3.10) e espectroscopia de

infravermelho (item 3.2.3.11)

3.2.2.2. Preparo das emulsoes

Para o preparo das emulsdes, a gelatina padrao (1 % m/v de concentracéo)
foi dissolvida em agua destilada com adi¢céao de 0,02 % (m/v) de azida sédica para
preservacao microbiana. O pH da solugao foi ajustado para 3,5 com solugdo de
HCI 1 M. O 6leo de soja foi corado com Sudam Il para facilitar a visualizagéo de
separacdo de fases das emulsdes e foi utilizado na concentragdo de 20 % (m/v),
sendo adicionado aos poucos sob agitagdo constante utilizando o rotor - estator do
tipo “Ultra Turrax” modelo T18 (Janke and Kunkel, Alemanha) a 14000 rpm por 4
minutos. Posteriormente foi feita a homogeneizagdo em alta presséo utilizando-se
o homogenizador de dois estagios Panda 2K NS1001L (Niro Soavi, Italia) com as
condicoes da Tabela 3.3, sendo o0 2° estagio fixo em 50 Bar. Estes ensaios foram
feitos para a determinagdo da melhor condicdo de formagcdo da emulsdo com

gelatina.
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Tabela 3.3. Condicdes de homogeneizacao para determinacéo das condicbes de

preparo das emulsdes com gelatina.

Teste Pressdo (Bar) N°. de passagens
GP1001 100 1
GP1002 100 2
GP1003 100 3
GP2501 250 1
GP2502 250 2
GP2503 250 3
GP5001 500 1
GP5002 500 2
GP5003 500 3
GP7501 750 1
GP7502 750 2
GP7503 750 3

GP10001 1000 1
GP10002 1000 2
GP10003 1000 3

Apos a definicdo das condigdes 6timas de formagdo da emulsdo com a
gelatina padréo, utilizou-se estas condi¢cdes de pressdo e numero de passagens
para obtencao das emulsdes de todas as gelatinas modificadas (MD01 a MD11) e
suas respectivas amostras controle (MD12 a MD16). A forma de preparo foi a
mesma utilizada para a gelatina padrao e as emulsdes obtidas foram analisadas
quanto a estabilidade visual (item 3.2.3.12), microscopia oética e andlise de

imagens (item 3.2.3.13) para determinagéo do diametro médio de gota.
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3.2.3. Analises

3.2.3.1. Grau de hidrolise (GH) e acilacao (GA)

O grau de acilacao foi avaliado através de metodologia TNBS proposta por
Adler-Nissen (1979), a qual determina a concentracdo de grupos amino primarios.
Primeiramente foi preparada uma solucéao 0,5 % (m/v) de gelatina em solucéo de
SDS 1 % (m/v). Pipetou-se 0,25 mL desta solugdo em frascos cobertos com
aluminio. Em seguida, foi preparada uma solucdo tampao fosfato através da
mistura de solugédo de fosfato de sodio dibasico anidro (NapHPO,) 0,2125 M e de
fosfato de sédio monobéasico monohidratado (NaH2PO4.H-O) 0,2125 M na
proporcao aproximada de 43:1000 até obtencdo de pH 8,2. Adicionou-se 2 mL
desta solugcao tampao aos frascos contendo a solucdo de gelatina em SDS.

Em paralelo foi preparada a solugcdo de TNBS, a partir da dissolucao de 2
mL de solucdo aquosa de TNBS 5 % (m/v) em agua deionizada em balao
volumétrico de 100 mL envolvido com papel aluminio, obtendo-se uma solucao
com 0,1 % (v/v) de concentragdo. Foram transferidos 2 mL desta solugéo para os
frascos com a solucéo de gelatina. A analise foi feita em triplicata de acordo com o

procedimento ilustrado na Figura 3.7.
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Fipetar 0,25mL da gelatina
diluida em SDS 1% (miv) em —
frascos cobertos com aluminio

Adicionar4mL de
solugdo HCI O 1M

0

Resfriara T ambiente
. por 30 minutos
o |

Adicionar 2mL de
tampdo fosfato 0,2125M

ﬂ =
Adicionar 2mL de solucéo ﬂ
THES 0,1% {whv) Fazer leitura de
[L absorbancia a
340nm
Levara um banho- ——| *Zerar 0 equipamento com
maria a 50°Ci1h solugdo de SDS 1% (branco)

Figura 3.7. Procedimento para a andlise de TNBS.

A leucina foi utilizada como padrdo para essa analise. Para a obtencao da
curva padrao de leucina, foi preparada uma solucédo 1,5 mM de leucina e foram
feitas diluicbes entre 0,15 e 1,5 mM. A partir da curva padrdo de leucina foi
possivel calcular os valores em concentracdo equivalente de leucina para as
amostras em analise.

O numero de grupos amino livre (GH) foi obtido de acordo com a Equagéo

3.1.

mM

GH =" L 1100 (3.1)

tot
onde “mM Leu” s&o os grupos amino livres calculados a partir da curva padrao de

leucina (MM Leu/g de proteina) e Hii € 0 numero equivalente de ligacdes
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peptidicas por unidade de massa protéica cujo valor € 11,1 mM/g de proteina para
a gelatina.

O grau de acilacdo (GA) das gelatinas aciladas foi calculado através da
porcentagem de reduc¢ao do numero de grupos amino livres (GH) em comparacao

a gelatina controle (GH¢), conforme mostra a Equacéao 3.2.

_GH,-GH

c

GA 100 (3.2)

3.2.3.2. Atividade e estabilidade emulsificante

A atividade emulsificante (EA) e a estabilidade emulsificante (ES) foram
determinadas de acordo com o método descrito por Pearce e Kinsella (1978). Para
o preparo da emulsao, 0,5 g de amostra de gelatina foi diluida em 100 mL de agua
destilada em banho-maria a 65 °C e em seguida resfriada a temperatura ambiente.
Foram transferidos 30 mL dessa solugdo a um recipiente plastico, adicionados 10
mL de Oleo de soja e feita uma agitagcdo em rotor - estator do tipo “Ultra Turrax”
modelo T18 (Janke and Kunkel, Alemanha) a 13500 rpm durante 2 minutos. Uma
aliquota de 1 mL desta emulsé&o foi retirada e diluida na proporgao 1:500 em uma
solucéo 0,1 % (m/v) de SDS em agua destilada. A atividade emulsificante (AE) foi
determinada pela leitura da absorbéancia logo apds a formacdo da emulsdo em
espectrofotometro com comprimento de onda (1) de 500 nm e calculada de acordo

com a Equacéo 3.3.
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EA =

x 100 (3.3)

prot
onde AE é a atividade emulsificante em g, T = 2,303 x Abs, - s500nm) € Mprot € @
massa de proteina presente na amostra em g.

Para a determinacao da estabilidade emulsificante, a amostra foi submetida
a uma temperatura de 80 °C sob agitacdo e a absorbancia da mesma foi lida ap6s
30 minutos nessa condicdo. A estabilidade emulsificante (ES) é dada pela
diferenca percentual da atividade emulsificante no tempo zero (AEy) e apds 30

minutos a 80 °C (AEis) de acordo com a Equacao 3.4.

ES=1- (MJ x100 (3.4)
AE

t0

3.2.3.3. Forca de gel (Bloom)

Para determinacao da for¢ca de gel (Bloom) foi utilizado o método oficial
reconhecido pelo grupo GME, Gelatine Manufactures of Europe (GME, 2007).
Foram pesadas 7,5 g da amostra de gelatina em um frasco contendo 105 mL de
agua destilada a temperatura ambiente e deixada intumescer durante 1 h. A
dissolucao foi feita a 65 °C durante 15 minutos, agitando periodicamente. O frasco
foi resfriado a temperatura ambiente e mantido nesta condigdo durante 30 minutos
com a tampa semi-aberta. Entdo, foi levado a um banho termostatico a 10 °C,

onde permaneceu por 18 horas.
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A medida foi feita em equipamento TA-XT2 Texture Analyzer, da Stable
Micro Systems (Godalming, UK), com célula de carga de 5 kg até alcancar 4 mm
de profundidade de penetracao (0,5 mm/s de velocidade). A geometria utilizada foi
o “Bloom Gelometer Plunger’” com todas as extremidades polidas e diametro de
0,5”. O resultado foi expresso em gramas e corresponde a forga necessaria para

que o sensor penetre o gel nas condicdes definidas para o ensaio.

3.2.3.4. Viscosidade

Para determinacao da viscosidade foi utilizado o método oficial reconhecido
pelo grupo GME, Gelatine Manufacturers of Europe (GME, 2007). Para a
determinacdo, 7,5 g da amostra de gelatina foi pesada e transferida para um
frasco contendo 105 mL de agua destilada a temperatura ambiente. O frasco foi
tampado e deixado descansar por 1 hora até intumescimento completo. A solucao
foi dissolvida em banho-maria a 65 °C por 15 minutos.

Uma pipeta padrédo foi lavada com esta solucdo e preenchida
posteriormente até que o nivel da solugédo ficasse cerca de 1 cm acima do
menisco localizado na parte superior da pipeta (Figura 3.8). Apos a amostra atingir
a temperatura de 60 °C o fundo da pipeta foi destampado e o tempo que a solucao
levou para escoar do menisco superior ao inferior foi determinado com ajuda de

um crondémetro.
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Figura 3.8. Desenho esquematico da pipeta padrao utilizada para analise de

viscosidade.

O resultado foi expresso em miliPoise (mP) utilizando-se a Equagéao 3.5.
B
V= {(Axt)—(7ﬂxd (3.5)
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onde as constantes A e B sao informadas no laudo de calibragdo da pipeta em
cSt/s, t € o tempo em segundos e d é a densidade da solugéo de 6,67 % gelatina a

60 °C, que é de 1,001 g/cm®.

3.2.3.5. Proteina
A determinacgao de proteina foi feita pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1996)

com um fator de correcao proteina-nitrogénio de 5,55 para a gelatina.

3.2.3.6. Cinzas

A amostra de gelatina foi incinerada em um cadinho de porcelana, em um
forno mufla da marca EDG (Brasil) a 550 °C com rampa de temperatura
programavel. O teor de cinzas foi determinado por diferenca de massa antes e

apos a incineracao, sendo o resultado expresso em porcentagem (%).

3.2.3.7. Umidade

A amostra de gelatina foi primeiramente pesada e mantida em estufa a 105
°C por 24 horas e entdo, novamente pesada. O teor de umidade foi determinado
por diferenca de massa e definido como a porcentagem de perda de massa da

amostra.

3.2.3.8. Cloretos
A analise de cloretos foi feita utilizando cromatografia i6nica em um
Cromatdgrafo 16nico IC Compacto 861 (Metrohm, Brasil), com coluna Metrosep A

Supp-5-150 e pré-coluna A Supp 4/5 e fluxo de 0,7 mL/min. A fase movel foi
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composta por carbonato de sédio 3,2 mM e bicarbonato de sédio 1,0 mM. O
tempo de corrida foi de 12 minutos e o tempo de retencao do cloreto de
aproximadamente 8 minutos. O resultado de concentragdo de cloretos foi obtido
através do software do equipamento que transforma os dados de condutividade

(us/cm) em ppm através da correlacao com a curva de calibracéo.

3.2.3.9. Distribuicao de ponto isoelétrico

A determinacao do ponto isoelétrico foi obtida por eletrofocalizagcdo em gel
de poliacrilamida pré-fabricado com faixa de resolugdo de pH 3 a 10 em
equipamento modelo Multiphor Il System EPS 3501XL da Amersham Biosciences
(GE Healthcare, UK). Uma solugcao 0,5% de gelatina (m/v) foi preparada e um
volume de 12,5 ulL aplicado a 40 mm de distancia do anodo do equipamento. Apds
a migracao dos componentes da amostra para as bandas onde a carga é zero
(ponto isoelétrico) foi feita a coloracado utilizando Coomassie Blue G-250 e as
bandas analisadas visualmente em comparacdo a um marcador padrdo de

proteinas.

3.2.3.10. Distribuicao de massa molecular

A determinacgéo da distribuicdo de massa molecular da gelatina foi feita por
permeacdo em gel (GPC) utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em
equipamento HPLC Waters 510 com detector de absorbancia Waters 486
(Massachusetts, EUA). Para o calculo da massa molecular relativa foi utilizado um

padréao primario (poliestireno) com diferentes massas moleculares, a partir dos
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quais foi elaborada uma curva de calibracdo (com 5 pontos) a fim de obter a

massa molecular relativa das amostras de gelatina.

3.2.3.11. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho foi feita em um
espectrofotometro Perkin Elmer modelo Spectrum One com transformada de
Fourier, provido com o acessério UATR (atenuador de reflectancia total universal).
As gelatinas secas foram analisadas na regido de 650 a 4000 cm™, resolucéo de 4
cm', com 16 varreduras. O software Spectrum One B (versdo 5.31) foi utilizado

para o tratamento dos resultados.

3.2.3.12. Estabilidade visual das emulsoes

Imediatamente apds o preparo das emulsdes coradas com Sudam Il para
melhor visualizacdo, aliquotas de 25 mL foram transferidas a tubos cilindricos
graduados (diametro interno = 18 mm; altura = 165 mm), selados e estocados a
temperatura ambiente, sendo o volume da fase aquosa inferior avaliado apds 10

dias de produgéo das emulsdes.

3.2.3.13. Microscopia ética e analise de imagens

A microestrutura das emulsdes foi avaliada imediatamente apds o preparo
utilizando-se microscopio 6tico Scope A1 da Carl Zeiss (Alemanha). As amostras
foram colocadas em |aminas, cobertas com laminulas e observadas com aumento
de 100x. Foram preparadas duas laminas de cada emulsdo e para cada uma

foram obtidas dez fotografias de regides aleatérias.
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As imagens foram analisadas utilizando-se o software Image J 1.36b

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Primeiramente as imagens foram convertidas em escala

de cinza 8-bit, apresentando niveis de cinza entre 0 a 255. Foi feito entdo o ajuste
de brilho e contraste automaticamente e posteriormente a imagem foi binarizada.
A escala das imagens foi determinada e a area, circularidade e perimetro das
gotas das emulsdes foram medidos. O diametro médio superficial das gotas (ds»)
foi entdo calculado a partir da Equacao 3.6, onde n; € o numero de gotas com

diametro d..

(3.6)

3.2.4. Avaliacao estatistica dos dados

Os resultados dos planejamentos experimentais foram analisados com
auxilio do software Minitab 15.1.1.0 (2007) para a realizagdo da andlise de
variancia (ANOVA) em que diferengas estatisticas (p < 0,05) foram determinadas
pelo teste de Tukey. Através da utilizagdo deste software, foi possivel a geracao
de modelos que representassem a influéncia das variaveis estudadas em cada

caso.
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CAPITULO 4. Resultados e Discussio
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4.1. Ensaios preliminares

Foram testadas diferentes formas de se conduzir a reagdo na tentativa de
obter um maior rendimento. Para isso, variou-se a concentracdao da solucao de
gelatina (solucao 10% (m/v), 30% (m/v) e reacdao a seco), o pH e o tempo de
reacdo. Ainda, para melhor entendimento da reacao foi feita uma avaliacdo do

balanco de massa da reacao e da cinética da reacao.

4.1.1. Determinacao da quantidade de reagente para a reacao de acilacao

A quantidade de reagente necesséria foi calculada a partir da
estequiometria da reacdo. Como mencionado anteriormente, os aminoacidos
disponiveis para a reacdo (com grupo terminal amino) e presentes em
quantidades significativas na gelatina sao: a arginina (7,18 g/100 g proteina), a
lisina (3,24 ¢g/100 g proteina) e a hidroxilisina (1,0 g/100 g proteina).
Considerando-se que em média, a gelatina possui cerca de 85 g de proteina/100 g
gelatina, foi possivel calcular a quantidade total de aminoacidos disponivel para a
reagdo (NHzgisp) € @ quantidade de reagente a ser adicionado (Reagreac), conforme

mostram as Equacgdes 4.1 e 4.2 e a Tabela 4.1.

NH ., = NH, . xProtx AA (4.1)
MM
Sendo NH,,,, =— " (4.2)
MM,

onde NHagisp: quantidade de NH disponivel para a reacdo em g NH2/100 g

gelatina; NHzpres: quantidade de NH» presente no aminoacido em g NHy/g do
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aminoacido; Prot.: quantidade média de proteina presente na gelatina, que € de
85 g proteina/100 g gelatina; AA: quantidade do aminoacido em g aminoacido/100
g de proteina; MMnu2: massa molar do grupo amino, que € de 16 g; MMaa: massa
molar do aminoacido em g, sendo 174 g, 146 g e 162 g para arginina, lisina e

hidroxilisina, respectivamente.

Tabela 4.1. Quantidade de grupos NH> disponivel para a reac¢ao de acilacao da
gelatina com cloreto de lauroila calculado a partir do NH» presente em cada
aminoacido (NHzpres).

Arginina Lisina Hidroxilisina
NH2pres (9/g aminoacido) 0,09 0.11 0.10
NHaqisp (9/100 g de gelatina) | 0,56 0,30 0,09

Somando-se as quantidades obtidas para os trés aminoacidos, temos em
torno de 0,95 g de NH; disponivel para a reacdo em 100 g de gelatina. Como a
estequiometria da reacao é 1:1, a mesma quantidade de ions cloro (Cl) deve ser
adicionada a partir do reagente cloreto de lauroila e dessa forma temos que a
quantidade de reagente a ser utilizada na reacao é de 5,95 g/100 g de gelatina.

Com base no descrito acima, foram definidas as concentragdes inferior e
superior de concentracdo do reagente cloreto de lauroila a serem utilizadas no
delineamento experimental para a reacdo, que foram respectivamente, de 6%

(m/m) e o dobro disso, ou seja, 12% (m/m).
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4.1.2. Avaliacao do efeito do pH na reacao de acilacao

A taxa de acilacao é altamente reduzida ou até mesmo suprimida quando o
pH esta significantemente abaixo do pKa do grupo funcional disponivel para a
reacdo. Desta forma, os grupos amino tendem a tornarem-se mais reativos
quando em pH altos (MAGDASSI, 1996). A Figura 4.1 mostra a correlagdo entre
os resultados de Bloom e atividade emulsificante das gelatinas aciladas em
diferentes pHs, enquanto que a Figura 4.2 mostra os resultados obtidos nas
andlises de estabilidade emulsificante para os diferentes pHs de reacgdo ao longo

de 60 minutos mantendo-se a emulsio a 80°C.

09 T T 250
08 + + 200
0,7 + + 150

0,6 + + 100

EA (g7)
Bloom (g)

05+ + 50

0,4

GP pH8 pH9 pH10 pH11

Figura 4.1. Bloom e atividade emulsificante final das gelatinas aciladas em
diferentes pHs. GP: gelatina padrdo nao submetida a reacao de acilagao; pH8,

pH9, pH10 e pH11: gelatinas aciladas nos pHs 8, 9, 10 e 11, respectivamente.
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Figura 4.2. Estabilidade emulsificante das gelatinas aciladas em diferentes pHs.
GP: gelatina padrao nao submetida a reacao de acilacao; pH8, pH9, pH10 e
pH11: gelatinas aciladas nos pHs 8, 9, 10 e 11, respectivamente.

Os resultados mostram que, quanto maior o pH da reacdo, maior a
atividade e estabilidade emulsificante final da gelatina modificada, o que condiz
com o fato de os aminoacidos disponiveis a reacao terem um alto valor de pKa e
portanto serem mais reativos em pHs extremamente alcalinos, resultando em
maior grau de acilagcdo nestas condigbes. A gelatina padrdo (GP) foi a que
apresentou piores resultados, o que mostra que a reacdo realmente altera a
capacidade emulsificante da gelatina. No entanto, o aumento do pH da reagéo
também acarretou em uma grande perda de for¢ca de gel da gelatina, chegando
proximo a zero quando em pH 11. Dessa forma, torna-se interessante avaliar
gelatinas aciladas em pHs extremamente alcalinos mas também em pHs um
pouco mais baixos uma vez que a forga de gel também apresenta papel
importante na estabilizacdo de emulsdes através do aumento da viscosidade da

fase continua.
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4.1.3. Avaliacao do balanco de massa da reacao

O objetivo dessa avaliacao foi o de entender melhor o que estava ocorrendo
durante a reacdo e principalmente, caracterizar os produtos da reacédo. A Figura
4.3 mostra a composi¢cao das amostras avaliadas e as massas obtidas em cada
etapa do processo, em base seca. Na figura, o material referente a perda (L) é a

massa de gelatina que ficou retida no ciclone do spray-drier.

Legenda I Gelatina Padrao (GP) | Mge= 354404
M= Massa (g) Myzon= 19,230 Pep= 340,009
P, Cgp= 3424
P= Proteina (%) Mesg= 23,69 Cer=  240g } op*Lop= 28540
Cc= Cinzas (g} Clpegg= 3,780 Acilagio Clgp= 0314qg
CL=  Cloreto (mg/kg) Cuzer = 23,0g Mgzp + Myson + Mreeg = 397,230
Gelatina Acilada +
Myzon = Massa de NaOH para Precipitado (GAP) Mgep= 3534649 Mpargss = 43,779
ajuste de pH Pewr= 330,569
Peup + Coup= 350,76
M= Massa de cloreto de Centrifugag3o Cap= 202049 } Gup T e g
lauroila adicionada Cleyr= 84749

Mepsrgs: = Massa perdida du -
rante o processo

¥ ¥
Precipitado Gelatina Acilada
(P) (GA) Me.=  310,71g Mpscaae = 30,670
Mp= 12,089 Paa= 305539 | [ Lo 40001
Pp= 23449 P.+Coz445 Secagem Cea= 16,48 g
Ce=211g } PriemAAne Clea= 7,710

Cle=10,060

Mos= 97,150 M= 123150 W= 90410
Pes= 86459 PL= 108539 )

Ces= 6080 o~ ssag } P, +C,=11538g
Cles= 2424 CL-= 3040

]‘ Pgs +Ces=92,530

Figura 4.3. Resultados finais do balan¢co de massa e composi¢ao dos produtos da

reacdo em base seca.

A andlise de proteina mostra que o precipitado (P) contém pequena
quantidade de gelatina. Além disso, o precipitado (P) contém pequena quantidade
de cloreto nas cinzas, enquanto que as gelatinas apds a acilagédo (GA, GS e L)

possuem alto teor de cloretos. Estes resultados mostram que o precipitado nao é
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composto predominantemente do sal (NaCl) que teoricamente seria formado
durante a reacdo. No entanto, vale ressaltar que a massa de cloreto (CI)
encontrada na amostra GAP foi muito acima da esperada (cerca do dobro), o que
poderia ser explicado devido ao cloro presente na &agua destilada. Outra
observacdo importante € que a soma das massas de cinzas e proteina do
precipitado (P) € muito menor do que a massa de precipitado obtida. Uma
possibilidade para explicar esta diferenca seria 0 da formacdo de um subproduto
da reacdo, como um acido carboxilico, que através das analises feitas ndo seria
identificado. A formagao desse acido carboxilico pode ocorrer devido a competicao
da reagao com a agua do meio.

A Figura 4.4 ilustra um possivel mecanismo de reacao para a formagao do

acido carboxilico durante a reacao de acilagao da gelatina.

A
o

CH3 - (CH2)9 - CH2-Crm = = o
7 Munde-c?
C—C 0 —=d N\nNH-c-Z 40
I NNH-c-c?Z 40 o NaOH (CH2)3 [ \Nchfc\
(CH2)3 I NNH-C-C + CH3— (CH29—CHz— 7 EEEe— [ (CH2)4 \ oH
! (cH24 I Nou B - CH2= @ 50°C N rEs o coe
NH (CI‘“)Z c P — CH-OH
‘ NH2 . r=AN c=o0 |
c CH - OH Cloreto de lauroila 1 HN |\NH \ CH
N\ ! =4 CH2 r=-—-
NH CH2 CH3 = (CH2)9 - CH2 - C | INg |
No (CH2)9 = =N
NH2 | C - CH2 - (CH2)9 - CH3
CH3 o”

H0
Gelatina acilada

Gelatina padrao
o + NaCl

Cloreto de sodio

7
CH3 - (CH2)9-CH2-C

OH
Acido carboxilico

Figura 4.4. Mecanismo de formac&o do acido carboxilico durante a reagéo.

Com base nos resultados apresentados acima, uma opg¢do para a

eliminagdo da formagdo de acido carboxilico e consequente aumento do
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rendimento da reacao seria conduzir a reagdo a seco ou em outros meios
organicos como DMSO, DMF ou acetona. Por se tratar de uma gelatina cujo
objetivo final é seu uso alimenticio, optou-se por conduzir testes com reacao a

seco, conforme descrito a seguir.

4.1.4. Determinacao do tempo de reacao
A Tabela 4.2 mostra a composicao e as caracteristicas fisicas do produto

de reacgao de acilacao obtido em diferentes tempos de processo.

Tabela 4.2. Caracterizacao do produto em diferentes tempos de reagao.

Amostra | Bloom (g) Viscosidade (mP) Proteina (%) Umidade (%) Cinzas (%)
GP 229,0 + 0,4° 33,0+0,9° 86,4 + 4,3 12,8+0,3" 0,8+0,1°
T1 113,7 +4,0° 30,4 +1,1°° 74,6 +0,5° 12,8+0,6% 4,9+0,1°
T2 103,3 £1,3° 29,5 +0,4° 70,5+45  132+0,3*° 5406
T3 79,6 + 6,4° 28,6 £0,7° 751 £12,1*  127+0,6* 50+0,1°
T4 78,0 £0,3° 36,3 £ 0,6 728+24  126+0,6° 55%0,1
T5 69,8 +1,7%¢ 22,9+1,1° 84,7 +4,3° 12,8+0,4* 55+0,1°
T6 64,7 +0,5° 30,1 £ 0,4°° 735+7,9° 122+03* 55+0.2°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05). GP: gelatina padrao
nao submetida a reacgdo de acilagéao; T1, T2, T3, T4, T5 e T6: gelatinas aciladas durante 1, 2, 3, 4,

5 e 6 horas de reacao, respectivamente.

Nota-se que ocorreu uma reducao da forga de gel da gelatina (Bloom) com
o0 aumento do tempo de reacdo, enquanto que a concentracdo de proteina, a
umidade e a viscosidade, ndo mostraram clara tendéncia de comportamento em
funcdo do tempo de reacdo. Em relacdo ao teor de cinzas, observou-se um

aumento ja na primeira hora de reacdo devido a adicdo do reagente e
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neutralizacdo com NaOH. Ja entre os diferentes tempos de reacdo (T1 a T6) nao
foi possivel notar diferencas significativas no teor de cinzas.

Foram avaliadas a atividade e estabilidade emulsificante das gelatinas
obtidas em diferentes tempos de reacao, bem como seu grau de hidrélise através
da andlise de TNBS. A Figura 4.5 mostra os resultados de atividade (AE) e
estabilidade (ES) emulsificante das amostras, sendo AE correspondente ao valor
de ES no tempo zero. Nota-se que para as amostras T1 a T6 houve um aumento
da AE e ES quando comparadas a amostra padrao (GP), porém nao foi possivel

observar diferencas significativas entre as amostras retiradas entre 1 e 6 horas.

24 1 ——T1
22 % Il
2,0 ——T3

18 —%—T4
—%—T5

1,6 -

o B ——T5
| —8—8 5 5 —aeP
1,2 -

1,0

ES (g™)

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (minutos)

Figura 4.5. Atividade e estabilidade emulsificante das gelatinas obtidas em
diferentes tempos de reacédo. GP: gelatina padrao nao submetida a reacao de
acilagéo; T1, T2, T3, T4, T5 e T6: gelatinas aciladas durante 1, 2, 3,4, 5 e 6 horas

de reacao, respectivamente.

A Figura 4.6 mostra os resultados de grau de hidrdlise das amostras de

gelatinas aciladas, através da analise de TNBS. Os resultados mostraram uma
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tendéncia de diminuicdo do grau de hidrélise com o aumento do tempo de reacao
até o tempo 3 horas, confirmando as condi¢des de processo adotadas inicialmente
(TUROWSKI et al, 1991). A diminuicao do grau de hidrélise esta associada com a
menor quantidade de grupos amino (NH) disponivel, ou seja, maior o grau de

acilacao da gelatina.

4.0

GH (%)

3.0

GP T T2 T3 T4 TS TG

Figura 4.6. Grau de hidrélise (GH) das gelatinas obtidas em diferentes tempos de
reacado. GP: gelatina padrdo n&o submetida a reacéo de acilagéo; T1, T2, T3, T4,
T5 e T6: gelatinas aciladas durante 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas de reagéo,

respectivamente.

Foram realizadas analises de tamanho de gota das emulsdes produzidas
com a gelatina padrao (GP) e as amostras T1 a T6. Os resultados do didmetro
meédio de gota podem ser vistos na Tabela 4.3 e mostram diminui¢do do didmetro
entre a gelatina padrdo e as amostras submetidas a acilagdo, assim como

observado para a atividade emulsificante.
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Tabela 4.3. Diametro médio de gota das emulsdes estabilizadas com as gelatinas

obtidas em diferentes tempos de reacao.

Amostra dss (um)
GP 3,78 +1,09°
T1 2,57 +0,38°
T2 1,87 +0,25°
T3 1,62 +0,16°
T4 2,07 £ 0,25°
T5 1,67 +0,25°

GP: gelatina padrao ndo submetida a reagao de acilagédo; T1, T2, T3, T4, T5 e T6: gelatinas
aciladas durante 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas de reagao, respectivamente.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).

Os resultados de todas as avaliagdes, principalmente em relagdo ao grau
de hidrélise (GH), indicam tendéncias de maior efetividade para reagdo com 3
horas de duracédo, sendo que depois disso ndo se notam melhorias significativas
nos parametros desejados para a gelatina acilada, como reducdo do GH e
consequentemente aumento do grau de acilagdo, redugcdo do tamanho de gota

das emulsdes e aumento da atividade emulsificante.

4.1.5. Avaliacao da reacao conduzida a seco

Foram produzidas amostras de gelatinas aciladas com e sem ajuste de pH
da gelatina antes da reacgdo, provenientes de diferentes tipos de gelatina. As
gelatinas padrdo e aciladas foram caracterizadas quanto a forca de gel (Bloom),

viscosidade, proteina, umidade, cinzas e cloretos, conforme mostra a Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Resultados de caracterizagao das gelatinas utilizadas na reacao a

SecCo.

Viscosidade Proteina Cloretos

Amostra | Bloom (g) (mP) Cinzas (%) (%) (ma/ka)
GP1 [2652+0,7° 40,6+0,7° 0,68+0,11° 959+35° 886,5+11,2°
GA1 [ 2372+37° 353+0,3° 1,00 £0,18° 957 +54% 7400,6 + 16,3°
GA4 |[1765+20° 40,6+0,1° 2,86+0,52*°  90,4+24% 94824 +6,4°
GP2 |[2935+3,7% 50,8+0,3° 1,02+0,21° 989+26% 1239,3+156
GA2 |276,7+1,7° 442+03° 0,36 £0,07° 948+45* 7686,3+09,8°
GA5 |2284+55" 735%0,4° 3,62+0,16°  92,8+34% 9154,0+77,2°
GP3 0,0+0,0' 38,3+0,3 0,97 £0,04° 97,1+3,8%° 11284255
GA3 0,0 £0,0' 46,7 +0,3° 0,75+0,07° 97,6+0,3* 7860,5 +23,8°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05). GP1 e GP2:

gelatinas padrao com diferentes valores de forga de gel; GP3: gelatina padrao hidrolisada; GA1,

GA2 e GA3: gelatinas aciladas sem ajuste de pH, provenientes das gelatinas GP1, GP2 e GP3,

respectivamente; GA4 e GA5: gelatinas aciladas com ajuste de pH, provenientes das gelatinas

GP1 e GP2, respectivamente.

E possivel notar que, para as gelatinas padrdo GP1 e GP2, ocorre uma

queda na forga de gel apos a reagdo com e sem ajuste de pH, sendo esta queda

mais pronunciada no caso da reagdo com ajuste de pH (GA4 e GA5). No entanto,

as gelatinas GA4 e GA5 mostraram um aumento de viscosidade apds a reacgao

quando comparadas com as gelatinas obtidas sem ajuste de pH (GA1 e GA2) e

este aumento de viscosidade foi mais intenso no caso da gelatina de maior Bloom

(GAS).

O teor de cinzas aumentou para as gelatinas que passaram pela reacao

com ajuste de pH, devido ao ajuste de pH com NaOH e possivel formacédo de

NaCl. Da mesma forma, notou-se um aumento do teor de cloretos para todas as
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gelatinas que passaram pela reagao, sendo maior para as que tiveram ajuste de
pH.

O ponto isoelétrico (pl) de uma molécula de gelatina é dependente da
propor¢ao entre o numero de residuos de aminoacidos com grupos &cidos ou
basicos nas cadeias laterais e seus valores de pKa. Gelatinas obtidas através de
tratamento alcalino, como é o caso das gelatinas padrao em questdo, costumam
apresentar pl médio entre 4,8 a 5,5, devido a presenca de uma menor quantidade
de grupos amida do que por exemplo uma gelatina obtida através de tratamento
acido, cujo pl médio é normalmente maior que 8,5 (MAXEY; PALMER, 1976). A
Figura 4.7 mostra os resultados de pl obtidos através da andlise de eletroforese
em gel de poliacrilamida para as amostras de reagao a seco. Comparando—se as
amostras GP3 e GA3 pode-se notar que a amostra acilada (GA3) apresenta uma
pequena reducdo na distribuicio de moléculas de menor pl. Uma vez que a
reacao promove a ligacao das moléculas através do grupo amino livre, esperava-
se mesmo observar uma reducdo do pl na amostra modificada. Ja para as
amostras GP1 em comparacao com GA1 e GP2 em comparagcao com GA2, ndo
foi possivel observar diferencas significativas na distribuicao de pl. Essa diferencga
entre os resultados para GA3 em relagcdo a GA1 e GA2 provavelmente ocorreu
devido a maior quantidade de grupos amino disponivel a reacdo na gelatina
hidrolisada (GP3) quando em comparagéo com as outras gelatinas padrao (GP1 e
GP2). No entanto, quando se compara as amostras GA4 e GA5 a suas
respectivas amostras de origem (GP1 e GP2) observa-se um aumento de
intensidade nas bandas de menor pl, sendo mais evidente para a amostra GA4.

No caso da reacao de acilagédo, um grupo funcional é ligado a cadeia de gelatina
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através dos aminoacidos disponiveis a reacao (arginina, lisina e hidroxilisina) que
apresentam grupos laterais basicos. Quanto maior o grau de acilacdao da gelatina,
menor serd a quantidade de grupos laterais basicos e conseqlientemente, menor

o pl da gelatina.

™ 9,30
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845+ T as
8,151 .
7.35 - w— : . TN 735
_—
6,35 i 685
6,557 6.55
5,86 - N[ 586
s =
el 455
- —
3,55 =

T T T T T T T T T
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Figura 4.7. Perfil de eletroforese para as gelatinas submetidas a reagao a seco.
M: Marcador de proteinas; GP1 e GP2: gelatinas padrdo com diferentes valores
de forga de gel; GP3: gelatina padrao hidrolisada; GA1, GA2 e GA3: gelatinas
aciladas sem ajuste de pH, provenientes das gelatinas GP1, GP2 e GP3,
respectivamente; GA4 e GA5: gelatinas aciladas com ajuste de pH, provenientes

das gelatinas GP1 e GP2, respectivamente.

A Tabela 4.5 e a Figura 4.8 mostram os resultados obtidos através da
analise de cromatografia de permeacéao em gel (GPC) para o perfil de distribuicdo
de massa molecular das amostras de reacdo a seco para o grupo de gelatinas

aciladas provenientes da gelatina padrao GP1.
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Tabela 4.5. Distribuicdo de massa molecular, massa molecular média e

polidispersao das gelatinas aciladas provenientes da gelatina GP1.

Amostra Mw Polidispersao % Mw < 100kDa < % Mw % Mw >
(kDa) 100kDa < 300kDa 300kDa
GP1 99,38 29,70 68,42 19,78 11,80
GA1 97,85 27,75 68,76 19,78 11,46
GA4 108,46 36,98 66,57 19,20 14,24

GP1: gelatina padrdo; GA1: gelatina acilada sem ajuste de pH, proveniente da gelatina GP1; GA4:

gelatina acilada com ajuste de pH, proveniente da gelatina GP1.
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Figura 4.8. Andlise de cromatografia de permeacao em gel (GPC) para as
gelatinas submetidas a reacéo a seco provenientes da gelatina GP1. GP1:
gelatina padrao; GA1: gelatina acilada sem ajuste de pH, proveniente da gelatina

GP1; GA4: gelatina acilada com ajuste de pH, proveniente da gelatina GP1.
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A Figura 4.8 mostra cinco picos para cada curva. A amostra GA4 mostra
maior intensidade no primeiro pico do que as demais gelatinas, enquanto que os
outros picos sao menores, ou seja, a gelatina acilada com ajuste de pH (GA4)
apresentou maior quantidade de material de alta massa molecular do que as
outras duas gelatinas. Nota-se também que a amostra GA4 apresentou menor
porcentagem de cadeias menores que 100 kDa e maior porcentagem de cadeias
maiores que 300 kDa, corroborado pela maior massa molecular média (Mw),
apesar de apresentar menor valor de Bloom (forca de gel) que as outras duas
amostras.

A Tabela 4.6 e a Figura 4.9 mostram os resultados obtidos através da
analise de cromatografia de permeacao em gel (GPC) para o perfil de distribuicao
de massa molecular das gelatinas submetidas a reagao a seco para o grupo de

gelatinas aciladas provenientes da gelatina padrao GP2.

Tabela 4.6. Distribuicado de massa molecular, massa molecular média e

polidispersao das gelatinas aciladas provenientes da gelatina GP2.

Amostra Mw Polidispersdao % Mw < 100kDa < % Mw % Mw >
(kDa) 100kDa < 300kDa 300kDa
GP2 123,19 38,07 61,31 22,58 16,12
GA2 117,58 24,33 63,10 21,71 15,19
GA5 120,53 35,75 63,14 20,30 16,56

GP2: gelatina padrdo; GA2: gelatina acilada sem ajuste de pH, proveniente da gelatina GP2; GA5:
gelatina acilada com ajuste de pH, proveniente da gelatina GP2.
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Figura 4.9. Andlise de cromatografia de permeacao em gel (GPC) para as
gelatinas submetidas a reacao a seco provenientes da gelatina GP2. GP2:
gelatina padrao; GA2: gelatina acilada sem ajuste de pH, proveniente da gelatina

GP2; GA5: gelatina acilada com ajuste de pH, proveniente da gelatina GP2.

A andlise dos picos da Figura 4.9 mostra que a amostra GA5 apresenta o
segundo e o terceiro picos das curvas menos pronunciados que as demais
amostras. Ja para o quarto e quinto pico ocorre uma inversdo com a amostra GP2.

Gelatinas de maior massa molecular, normalmente apresentam maior forca
de gel (WARD; COURTS, 1977), porém esta tendéncia ndo foi observada para as
gelatinas aciladas. As gelatinas aciladas a partir da GP1 mostraram tendéncia
inversa, ou seja, aumento de Mw e queda de Bloom, enquanto que as aciladas a

partir da GP2 ndo mostraram clara correlagdo do Mw com a reducgéao de Bloom.
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A Tabela 4.7 mostra os resultados obtidos para a andlise de atividade
emulsificante das amostras de gelatina reagidas a seco. Os resultados de
atividade emulsificante mostram que a amostra GA5 apresentou a maior atividade
emulsificante enquanto a amostra GA1 apresentou o menor valor. J& a amostra
GA4, apesar de apresentar melhor resultado que a GA1, ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo a GP1. Estes resultados mostram que apenas a reacao
com ajuste de pH foi eficaz para o aumento da atividade emulsificante das
gelatinas, principalmente no caso da gelatina acilada a partir da gelatina padréo

GP2, cuja forca de gel (Bloom) foi maior que para a outra gelatina.

Tabela 4.7. Atividade emulsificante (AE) das gelatinas submetidas a reacao a

Seco.

Amostra AE (g")
GP1 1,72 £0,07°
GAT 1,50 +0,02°
GA4 1,80 +0,03°
GP2 1,55 £ 0,07°
GA2 1,56 £0,07°
GA5 2,31 £ 0,04

Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p<0,05). GP1 e GP2: gelatinas padrao
com diferentes valores de forga de gel; GA1 e GA2: gelatinas aciladas sem ajuste de pH,
provenientes das gelatinas GP1 e GP2, respectivamente; GA4 e GA5: gelatinas aciladas com
ajuste de pH, provenientes das gelatinas GP1 e GP2, respectivamente.

Para a analise de tamanho de gota e estabilidade visual das emulsdes
produzidas com concentracao de 1% de gelatina, foi feita uma avaliacdo no tempo

zero (TO), ou seja, logo apds o preparo da emulsédo, e apds 12 dias (T12) do
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preparo das mesmas. As Figuras 4.10 e 4.11 e a Tabela 4.8 mostram os

resultados obtidos.

Tabela 4.8. Diametro de gota médio (ds2) no tempo zero (T0) e 12 dias (T12) de

estocagem das emulsdes produzidas a partir das gelatinas submetidas a reacao a

seco.

Amostra ds; TO (um) ds; T12 (um)
GP1 2,6 £0,2°° 2,69 £ 0,15
GAf1 42+0,6° 3,33 +0,23°
GA4 2,3+0,2° 2,63 £ 0,24*°
GP2 29+02° 2,68 0,24
GA2 2,9+0,2° 2,77 £ 0,14
GA5 25+0,5° 2,39 +0,05°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencgas significativas (p<0,05).

Figura 4.10. Distribuicao de gotas no tempo zero (T0) de estocagem. GP1 e GP2:
gelatinas padrao com diferentes valores de forga de gel; GA1 e GA2: gelatinas
aciladas sem ajuste de pH, provenientes das gelatinas GP1 e GP2,
respectivamente; GA4 e GA5: gelatinas aciladas com ajuste de pH, provenientes

das gelatinas GP1 e GP2, respectivamente.
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Figura 4.11. Distribuicdo de gotas ap6s 12 dias (T12) de estocagem. GP1 e GP2:
gelatinas padrao com diferentes valores de for¢a de gel; GA1 e GA2: gelatinas
aciladas sem ajuste de pH, provenientes das gelatinas GP1 e GP2,
respectivamente; GA4 e GA5: gelatinas aciladas com ajuste de pH, provenientes
das gelatinas GP1 e GP2, respectivamente.

Pode-se notar que, no tempo zero ap6s a producdo das emulsdes, a
amostra GA1 apresentou o maior tamanho médio de gota. J& a amostra GA4
(gelatina acilada com ajuste de pH) apresentou o valor de didmetro médio
estatisticamente igual a amostra da gelatina padrao GP1 e da outra gelatina
acilada com ajuste de pH (GA5). Apbés 12 dias de estocagem, nota-se que, a
amostra GA1 continuou apresentando maior tamanho médio de gota, enquanto
que as amostras de gelatina acilada com ajuste de pH (GA4 e GA5) apresentaram
0os menores valores de diametro médio das gotas.

A Figura 4.12 mostra a separacao de fases das emulsdes apos 12 dias de
estocagem. Para o tempo zero de estocagem, nenhuma das amostras apresentou

separacéo de fases visual.
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Figura 4.12. llustracao da separacao de fases apds 12 dias de estocagem.

A separagdo de fases de uma emulsdo pode ser diretamente
correlacionada ao didmetro médio das gotas, uma vez que a coalescéncia
acarreta na formacao de gotas de tamanhos maiores e consequientemente leva a
separagao de fases da emulsdo. Conforme j& havia sido concluido através da
avaliacao do didmetro médio de gota, a amostra GA1 foi a que apresentou pior
resultado, com maior separacao de fases que as demais amostras. J& a amostra
GA5 (gelatina acilada com ajuste de pH), pareceu ser a mais homogénea, sem
qualquer sinal de separacao de fases.

Os testes preliminares mostraram que os melhores resultados obtidos
foram através da reacdo a seco da gelatina com ajuste de pH, pois dessa forma,
existe uma menor competicdo da gelatina pela agua do meio de reacao e também
menor hidrélise do reagente de acilagdo. O ajuste do pH da gelatina para a reacao
€ importante para que os grupos terminais da cadeia de gelatina se tornem mais
reativos, ou seja, o pH deve estar préximo ou acima do pKa dos grupos funcionais

disponiveis para a reagdo. No entanto, 0 aumento do pH da gelatina acarreta em

74



Capitulo 4

perda de forca de gel, caracteristica que também pode mostrar influéncia na

estabilizacao de emulsoes.

4.2. Definicao das melhores condicoes para a reacao de acilacao a seco da
gelatina

Para a definicdo das melhores condi¢cbes para a reacéo de acilacao, foi feito
um delineamento experimental DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional) 22, para as variaveis: pH da reagdo e concentracdo do reagente da
reacao (cloreto de lauroila). Foram avaliadas cinco respostas: grau de acilacao
(GA), atividade (AE) e estabilidade emulsificante (ES), forca de gel (Bloom) e
viscosidade. A gelatina utilizada como padrao foi a gelatina GP2, cujos resultados
obtidos foram melhores do que para a gelatina GP1 (item 4.1.5). A partir deste
momento ela sera tratada apenas como gelatina padrao “GP”.

As tabelas dos coeficientes de regressdo para cada resposta do
planejamento se encontram no Anexo 1. Devido a grande variabilidade inerente ao
processo de modificacdo da gelatina, foram considerados significativos os

parametros com p-valores menores que 10% (p<0,1).

4.2.1. Grau de hidrélise (GH) e de acilacao (GA)

Os resultados obtidos para o numero de grupos amino livres ou grau de
hidrélise (GH) e o grau de acilacado (GA) das gelatinas aciladas e seus respectivos
“controles”, assim como para a gelatina padrao (GP) sao mostrados na Tabela 4.9.
As gelatinas “controle” (sem adicdo do reagente) e a gelatina padrdo nao

apresentam resultado de GA uma vez que este é calculado através da diferenca
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relativa entre o GH da gelatina acilada e seu respectivo “controle” obtidos no

mesmo pH de reagao.

Tabela 4.9. Grau de hidrélise (GH) e grau de acilacdo (GA) para as gelatinas

aciladas, padrao (GP) e “controle”.

Ensaio | pH Reagente (%) GH (%) GA (%)
GP | 57 0,0 3,57 +0,19° -
MD12 | 8,0 0,0 447 +0,19° -
MDO5 | 8,0 9,0 4,21 +0,10°° 5,6+ 1,7°°¢
MD13 | 8,4 0,0 4,27 +0,21°° -
MDO1 | 84 6,9 424 +0,13°° 0,6 £6,7°°
MDO3 | 8,4 11,1 414 +0,25°° 3,2 +25%°
MD14 | 95 0,0 4,41 +0,35° -
MDO7 | 9,5 6,0 453+0,38° 0,0=0,0°
MDO09 | 9,5 9,0 4,49 +0,30° 0,0+0,0°
MD10 | 9,5 9,0 435+0,31° 1,3+29%¢
MD11 | 9,5 9,0 429 +0,24° 25+27°°
MDO08 | 9,5 12,0 419 +0,39°° 51 +1,7>°¢
MD15 | 10,6 0,0 480 +0,17° -
MDO02 | 10,6 6,9 431 +0,14° 10,1 £2,0°
MDO04 | 10,6 11,1 438 +0,06° 8,6+2,9°°
MD16 | 11,0 0,0 5,95+ 0,107 -
MDO06 | 11,0 9,0 474 +0,09° 21,1+1,1°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

O grau de hidrolise representa a quantidade de grupos NH> livres presentes
na gelatina, ou seja, quanto maior o grau de hidrélise, maior a quantidade de
grupos NH> livres na amostra. No caso das gelatinas aciladas, era esperado que o
valor de GH encontrado fosse menor do que o valor encontrado para seu
respectivo “controle”, uma vez que a reagado de acilagido ocorre no grupamento

amino da cadeia de gelatina. J& na comparagdo entre os pHs da reacdo sem
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adicao do reagente, quanto mais alto o pH da mesma, maior o GH devido a
hidrélise da proteina em condi¢des alcalinas.

Avaliando-se primeiramente os resultados de GH obtidos para as repeti¢cdes
no ponto central, vemos que os trés ensaios (MD09, MD10 e MD11) apresentaram
valores estatisticamente iguais entre si, o que mostra boa repetibilidade do
método. Além disso, comparando-se o GH para cada grupo de amostras no
mesmo valor de pH de reagéo, pode-se observar que apenas os ensaios MD16 e
MDO06, ocorridos em pH 11,0 mostraram diferencas significativas entre si, sendo o
valor encontrado para MD06 menor que o MD16.

Observando-se os resultados do grau de acilacdo (GA) das gelatinas
aciladas, vemos que apenas a gelatina MDO06, obtida no maior pH de reacéo,
apresentou resultado significativamente maior do que os demais. A Equacéao 4.3
mostra o sentido e o efeito de cada variavel no grau de acilagdo da gelatina.
Conforme pode ser visto, apenas os termos linear e quadratico do pH da reacao
tiveram influéncia significativa e positiva sobre o grau de acilagéo.

A Tabela 4.10 mostra a andlise de variancia ANOVA para o grau de

acilagéo da gelatina.

GA = 4,61 * pH reacdo + 5,96 * pH reacdo® (4.3)
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Tabela 4.10. Andlise de variancia (ANOVA) para o grau de acilacao.

L Graus de Soma dos Quadrado
Fonte de variacdo ] L. Fearc
liberdade quadrados médio
Regressao 1 414,40 414,40 108,21
Residuos 9 34,47 3,83
Total 10 448,87
% de variagao explicada (R =92,32 Ftab 1:9:0.1 = 10,56

7

O valor de Fc¢ac encontrado é cerca de 10 vezes maior que o0 Fip € a
porcentagem de variacdo explicada pelo modelo bastante alta (R? = 92,32),
mostrando que este pode ser utilizado para representar os dados experimentais
para essa resposta.

Observando-se os resultados de p-valor mostrados na Tabela A do Anexo |,
vemos que, apesar do valor encontrado para a variavel de concentracdo do
reagente ser maior que 0,1, ele é ainda bastante baixo, mostrando que existe
certa influéncia desta variavel no grau de acilagdo das gelatinas. A Figura 4.13
mostra a superficie de resposta e a curva de contorno para o grau de acilagéo.
Apesar de a concentragcao do reagente nao ter apresentado influéncia significativa
com 90% de confianga, nota-se que os maiores valores de grau de acilagdo séo
obtidos para gelatinas cuja reagdo ocorreu nos pHs mais altos e com a maior

concentragao de reagente.
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Figura 4.13. Superficies de resposta para o grau de acilacéo das gelatinas

aciladas em diferentes condi¢des de reacao.

Os resultados obtidos mostram que, possivelmente, a reacdo de acilagao
apenas tornou-se efetiva quando ocorrida em pH extremamente alcalino (pH 11,0).
Esse resultado pode ser explicado pelo fato de os aminoacidos que possuem
grupo terminal amino e por isso estao disponiveis para a reacdo (arginina, lisina e
hidroxilisina), apresentam altos valores de pKa, o que indica que possuem maior

reatividade em meio com alto pH (DAMODARAN, 1996).

4.2.2. Atividade e estabilidade emulsificante
Os resultados obtidos para a atividade emulsificante (AE) e estabilidade
emulsificante (ES) das gelatinas aciladas e seus respectivos “controles”, assim

como a gelatina padrao (GP) sdo mostrados na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11. Atividade (AE) e estabilidade emulsificante (ES) para as gelatinas

aciladas, padrao (GP) e “controle”.

Amostra | pH Reagente (%) AE (g”) ES (%)

GP 57 0,0 1,60 £ 0,06°® 56,3 + 11,7°
MD12 | 8,0 0,0 1,30 £0,02° 65,0 + 6,8°
MDO5 | 8,0 9,0 1,50 + 0,03°%° 66,1 +12,0°
MD13 | 84 0,0 1,25+0,07° 61,4+947
MDO1 8,4 6,9 1,39 +0,19°%° 70,1 +4,9°
MDO03 | 84 11,1 1,48 +0,17°%° 65,3 +11,3%
MD14 | 95 0,0 1,36 + 0,04°°° 57,3+ 11,12
MDO7 | 95 6,0 1,46 +0,10°%° 66,7 +6,2°
MD09 | 9,5 9,0 1,45+ 0,08°%° 64,0 +10,3°
MD10 | 95 9,0 1,42 + 0,05°%° 63,0 + 12,42
MD11 9,5 9,0 1,47 £0,03°° 61,9+4,7°
MDO8 | 9,5 12,0 1,57 £0,18*° 61,1 + 10,2
MD15 | 10,6 0,0 1,37 £ 0,02°°° 56,0 + 6,07
MDO02 | 10,6 6,9 1,43+0,19°° 63,0 +10,8°
MD04 | 10,6 11,1 1,56 + 0,31*°° 64,8 +6,2°
MD16 | 11,0 0,0 1,36 + 0,02°° 58,3+ 15,3°
MDO6 | 11,0 9,0 1,77+0,13* 66,3 +9,6°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Avaliando-se primeiramente os resultados obtidos para as repeticbes no

ponto central, vemos que os trés ensaios (MD09, MD10 e MD11) apresentaram

valores estatisticamente iguais entre si, mostrando novamente boa repetibilidade

do método. Verificou-se também que a atividade emulsificante (AE) para cada

grupo de amostras no mesmo valor de pH de rea¢do, mostrou uma tendéncia de

maiores valores de AE quanto maior a quantidade de reagente adicionado, apesar

de que boa parte dos resultados ndo foi estatisticamente diferente. O maior
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resultado de AE foi obtido para a amostra MDOG6, cuja reacéao foi conduzida em pH
11,0 com 9% de reagente.

Para a estabilidade emulsificante (ES), os resultados encontrados foram
estatisticamente iguais para todas as amostras, ndao sendo possivel obter
nenhuma conclusao quanto a tendéncia dos resultados. Talvez a condi¢cdo de
tempo e temperatura utilizada (80°C/30 minutos) tenha sido muito drastica levando
a que todas as amostras se comportassem de forma similar. No entanto, é
interessante notar que, observando os grupos de amostras cuja reacao ocorreu no
mesmo pH, houve uma tendéncia de obtencdo de piores resultados para as
amostras “controle”.

A Equacado 4.4 mostra o sentido e o efeito de cada varidvel na atividade
emulsificante (AE) da gelatina. Conforme pode ser visto, apenas o termo linear do

pH da reacao teve influéncia significativa e positiva sobre a AE.

AE = 1,447 + 0,064 * pH reacédo (4.4)

Tabela 4.12. Anélise de variancia (ANOVA) para a atividade emulsificante.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado
variacao liberdade quadrados médio eale
Regressao 1 0,076 0,076 20,500
Residuos 9 0,033 0,004
Total 10 0,109
% de variacdo explicada (R®) = 69,49 Fiap 1:0:0.1 = 10,56

O valor de Fcac encontrado é apenas 2 vezes maior que 0 Fip € a

porcentagem de variagdo explicada pelo modelo ndo é satisfatéria (R? = 69,49),
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mostrando que nao ha um bom ajuste dos valores experimentais ao modelo
proposto. No entanto, observando-se os resultados de p-valor mostrados na
Tabela B do Anexo |, vemos que, apesar do valor encontrado para a variavel de
concentracao do regente ser maior que 0,1, ele é ainda bastante baixo, mostrando
que existe certa influéncia desta varidvel na atividade emulsificante das gelatinas.
Observando a Figura 4.14, que mostra a superficie de resposta e a curva de
contorno para a EA, vemos que existe uma tendéncia de obtencdo de maiores

valores de AE quanto maior o pH da reacdo e maior a quantidade de reagente

utilizado.
12
114
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g‘ emulsiicante
<14
1,7 :; 1.4 - 15
] L5 - 16
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AE 16 g [ | > 1,7
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Figura 4.14. Superficies de resposta para a atividade emulsificante das gelatinas

aciladas em diferentes condi¢des de reagao.

Novamente nota-se que os resultados obtidos mostram que a reagao de
acilagdo apenas tornou-se efetiva para o aumento da atividade emulsificante

quando em condi¢des de pH altamente alcalino (pH 11,0).
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4.2.3. Forca de gel (Bloom)

Os resultados de forca de gel das gelatinas aciladas e seus respectivos

“controles”, assim como a gelatina padrao (GP) sdo mostrados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13. Forca de gel para as gelatinas aciladas, padrao (GP) e “controle”.

Amostra | pH Reagente (%) Bloom (g)

GP 5,7 0,0 260,00 *+ 2,83°
MD12 | 8,0 0,0 272,40 +0,28°
MDO5 | 8,0 9,0 214,50 + 0,00°
MD13 | 84 0,0 247,95 + 0,35°
MDO1 | 84 6,9 228,75 + 1,20°
MDO3 | 8,4 11,1 233,10 + 0,28°
MD14 | 95 0,0 213,15 +0,78°
MDO7 | 9,5 6,0 198,85 + 0,78°
MD09 | 9,5 9,0 230,00 + 1,70°
MD10 | 9,5 9,0 204,10 £ 1,70'
MD11 | 95 9,0 200,30 + 0,28"
MD08 | 9,5 12,0 199,40 + 1,419
MD15 | 10,6 0,0 158,10 £ 0,14’
MD02 | 10,6 6,9 162,90 + 1,41’
MD04 | 10,6 11,1 146,95 + 1,77
MD16 | 11,0 0,0 168,70 +2,12"
MD06 | 11,0 9,0 136,00 + 0,14"

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).

A avaliagao dos resultados das gelatinas “controle” mostra claramente que

quanto maior o pH da reacao, menor a for¢a de gel da gelatina. Esses resultados

séo coerentes com os dados de literatura que mostram os efeitos do aumento do

pH na hidrélise das cadeias de gelatina e consequiente redugéo da forga de gel

das mesmas (WARD; COURTS, 1977). E interessante observar que as gelatinas
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“controle” em comparacao com as aciladas no mesmo pH mostraram que a adicao
do reagente também levou a uma reduc¢do do Bloom. No entanto, observando-se
os resultados de p-valor mostrados na Tabela C do Anexo I, vemos que, o valor
encontrado para a variavel de concentracdo do regente € bem maior que 0,1,
mostrando que nao existe influéncia desta variavel na forga de gel das gelatinas.

A Equagéao 4.5 mostra o sentido e o efeito de cada variavel na forga de gel
da gelatina. Conforme pode ser visto, apenas os termos linear e quadratico do pH

da reagao tiveram influéncia significativa e negativa sobre a forga de gel da

gelatina.
Bloom = 211,47 - 32,88* pH reacdo - 16,67 * pH reacdo®  (4.5)
Tabela 4.14. Analise de variancia (ANOVA) para a forca de gel.
Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quaflrcjado Fu
liberdade quadrados médio
Regresséao 2 10335,0 5167,5 50,57
Residuos 8 817,4 102,18
Total 10 11152,4
% de variacdo explicada (R®) = 92,67 Fiap 2:8:0.1 = 8,65

O valor de Fcac encontrado é cerca de 6 vezes maior que 0 Fup € a
porcentagem de variagdo explicada pelo modelo é boa (R? = 92,67), mostrando

que ha um bom ajuste dos valores experimentais ao modelo proposto.
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Observando a Figura 4.15, que mostra a superficie de resposta e a curva
de contorno para a forga de gel, vemos os menores valores de Bloom sao obtidos
com maiores valores de pH da reacdo. Ja a concentracdo do reagente nao afetou

significativamente a forca de gel da gelatina.
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Figura 4.15. Superficies de resposta para a forca de gel das gelatinas aciladas em

diferentes condicdes de reacao.

4.2.4. Viscosidade
Os resultados obtidos para a viscosidade das gelatinas aciladas, seus

respectivos “controles” e da gelatina padrao (GP) sdo mostrados na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15. Viscosidade das gelatinas aciladas, padréo (GP) e “controle”.

Amostra | pH Reagente (%) Viscosidade (mP)
GP 5,7 0,0 45,00 +0,14°
MD12 | 8,0 0,0 54,40 + 0,147
MDO5 | 8,0 9,0 29,30 + 0,99™
MD13 | 84 0,0 43,45 +0,07°
MDO1 | 84 6,9 34,20 + 0,28°
MDO3 | 8,4 11,1 28,95 + 0,07™
MD14 | 95 0,0 41,55 +0,07°
MDO7 | 9,5 6,0 34,05 + 0,07°
MD09 | 9,5 9,0 29,80 + 0,28°"
MD10 | 95 9,0 31,05 + 0,07"°
MD11 | 95 9,0 29,60 + 0,85%™
MD08 | 9,5 12,0 28,15 + 0,21'
MD15 | 10,6 0,0 33,15+0,21°
MD02 | 10,6 6,9 31,50 + 0,71
MD04 | 10,6 11,1 23,15 + 0,21
MD16 | 11,0 0,0 36,00 + 0,14°
MD06 | 11,0 9,0 28,050 + 0,071’

Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p<0,05).

Observando-se os resultados de viscosidade, parece que existe uma
influéncia tanto do pH da reacdo quanto da concentragdo de reagente, pois 0
aumento destas variaveis levou a redugao do valor de viscosidade final obtido. A
andlise dos resultados de p-valor mostrados na Tabela D do Anexo | mostra que
os valores encontrados tanto para a varidvel pH da reagdo quanto para a
concentragdo do regente sdo menores que 0,1, mostrando que existe influéncia

destas variaveis na viscosidade das gelatinas.
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A Equagéao 4.6 mostra o sentido e o efeito de cada varidvel na viscosidade
das gelatinas aciladas. Conforme pode ser visto, apenas os termos lineares do pH
da reacdo e da concentragcdo do reagente tiveram influéncia significativa e

negativa sobre a viscosidade da gelatina.

Viscosidade = 30,15 - 1,28 * pH reacao - 2,74 * Reagente (%) (4.6)

Tabela 4.16. Andlise de variancia (ANOVA) para a viscosidade.

L Graus de Soma dos Quadrado
Fonte de variacdo ] L Fearc
liberdade quadrados médio
Regresséo 2 82,16 41,08 30,61
Residuos 8 10,74 1,34
Total 10 92,90
% de variacdo explicada (R®) = 88,44 Fiap 2:8:0.1 = 8,65

O valor de F.ac encontrado é apenas 3,5 vezes maior que 0 Fiy, porém a
porcentagem de variagdo explicada pelo modelo é satisfatéria (R® = 88,44),
mostrando que os valores experimentais se ajustam ao modelo proposto.

Observando a Figura 4.16, que mostra a superficie de resposta e a curva
de contorno para a viscosidade, vemos que existe uma tendéncia de obtencao de
menores valores de viscosidade quanto maior o pH da reacédo e a concentragao

do reagente.

87



Capitulo 4

55

Viscosidade (mP) 30

Reagente (20)

25
10
Reagente (04)

9

11 84 9,0 9.6 10,2 10,8

H reagao
P S pH reacdo

Figura 4.16. Superficies de resposta para a viscosidade das gelatinas aciladas em

diferentes condicdes de reacéo.

Os resultados obtidos para as 4 respostas do delineamento experimental
indicam que a reagao de acilagéo teve uma maior efetividade quando ocorrida em
pH extremamente alcalino. A concentracao do reagente cloreto de acila nédo teve
efeito significativo sobre as respostas do delineamento, exceto a viscosidade, no
entanto, a combinagdo da condicdo extremamente alcalina (pH 11,0) com uma
alta quantidade de reagente (9,0%), correspondente a amostra MDO06, foi a que
resultou em maior grau de acilagcdo e atividade emulsificante da gelatina

submetida a acilagéo.

4.3. Caracterizacao fisico-quimica das gelatinas aciladas
As amostras foram avaliadas quanto aos teores de proteina, cinzas,
umidade e cloretos. Os resultados obtidos podem ser observados nas Tabelas

417 e 4.18.
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Tabela 4.17. Teor de proteina e cinzas para as gelatinas aciladas.

Amostra | pH Reagente (%) Proteina (%) Cinzas (%)

GP 5,7 0,0 87,70 £ 0,85 0,900 + 0,028"
MD12 | 8,0 0,0 91,56 +1,39° 0,610 £ 0,028°
MDO5 | 8,0 9,0 80,18+ 0,26° 0,015+ 0,007°
MD13 | 84 0,0 88,10 £ 0,98*>° 0,205 + 0,021°
MDO1 | 84 6,9 81,78 0,83 0,025 +0,021°
MDO3 | 84 11,1 80,22 +0,45° 0,035 +0,007°
MD14 | 95 0,0 85,75 + 1,32°°9¢ 0,250 + 0,042°°
MDO7 | 9,5 6,0 82,46 +0,62°'Y 0,013 £0,010°
MD09 | 9,5 9,0 81,88 +1,22"9 0,030 + 0,014°
MD10 | 95 9,0 84,87 +0,42°**" 0,010 + 0,001°
MD11 | 95 9,0 82,40 +5,19°'Y 0,015 + 0,008°
MD08 | 9,5 12,0 79,25+0,26° 0,025 + 0,007°
MD15 | 10,6 0,0 86,21 £ 0,89°°" 0,295 +0,021°
MD02 | 10,6 6,9 84,39 + 0,40%**" 0,020 +0,014°
MD04 | 10,6 11,1 79,25 +0,08° 0,020 +0,014°
MD16 | 11,0 0,0 89,32 +1,61%° 0,195 £ 0,021°
MDO6 | 11,0 9,0 84,30 £ 0,25**' 0,015 +0,007°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Avaliando-se as gelatinas aciladas em relagdo a seus respectivos
“controles”, observa-se que, estas apresentaram menor o teor final de proteina do
que as “controles”, diferenca explicada pela massa de reagente adicionada
durante a reacdo de acilagédo da gelatina.

Para as cinzas, € possivel observar um maior valor para a gelatina padréo
(GP), que ndo passou pelo mesmo processo de deionizagdo feito para as
gelatinas modificadas e seus respectivos “controles”. Por outro lado, avaliando as
gelatinas para cada grupo de pH onde a reagdo ocorreu, observa-se que as

gelatinas “controle” apresentaram sempre valores mais altos de cinzas do que as
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respectivas gelatinas modificadas. Isso pode ser explicado pela possivel formacéo

do sal NaCl nas gelatinas aciladas, que foi quase totalmente removido na

deionizagdo. No caso das gelatinas “controle”, parte do Na® proveniente do

hidréxido de sddio utilizado para o ajuste de pH poderia estar ligado a cadeia de

gelatina e n&o ter sido removido na deionizacdo, mostrando maior valor de cinzas.

Tabela 4.18. Teor de umidade e cloretos para as gelatinas aciladas.

Amostra | pH Reagente (%) Umidade (%) Cloretos (ppm)
GP 5,7 0,0 12,80 +0,42° 1098,0 + 11,37
MD12 | 8,0 0,0 7,75 + 0,359 312+75
MDO5 | 8,0 9,0 17,45+0,07*  710,3 £ 10,1'
MD13 | 84 0,0 10,40 + 0,28 24,9 +0,3
MDO1 | 84 6,9 14,65 +0,07°° 23154+ 17,12
MDO3 | 84 11,1 15,35+ 0,07°° 1804,5+0,6°
MD14 | 95 0,0 12,65 £ 0,21° 19,124
MDO7 | 9,5 6,0 15,75+ 0,07°  1666,3 +6,7°
MD09 | 9,5 9,0 15,85 +0,07°  1320,2 +6,6'
MD10 | 9,5 9,0 14,35+ 0,21  831,4+3,8"
MD11 | 9,5 9,0 14,70 £0,14%°  856,7 £5,6"
MD0O8 | 9,5 12,0 15,95 £ 0,07° 1429,5 + 12,2°
MD15 | 10,6 0,0 12,80 £ 0,14° 28,6 + 8,6
MD02 | 10,6 6,9 12,80 £0,14°  2326,0 + 6,7
MD04 | 10,6 11,1 15,80 +0,00°  1509,0 + 7,7¢
MD16 | 11,0 0,0 10,00 + 0,14’ 20,6 + 3,4
MD06 | 11,0 9,0 14,15+ 0,21  1479,6 + 20,7°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

No caso da umidade, ndo foi possivel observar nenhuma tendéncia em

relacdo ao pH da reagédo ou quantidade de reagente adicionado. Como todas as

gelatinas foram secas em estufas de conveccdo forgcada, as variacdes
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encontradas podem ser explicadas por diferencas na umidade relativa do ar
durante a secagem.

Para o teor de cloretos, nota-se que todas as gelatinas “controle”
apresentaram menores teores em relacdo a suas respectivas gelatinas aciladas.
No caso das gelatinas “controle”, o cloreto que aparece é proveniente do préprio
processo de fabricacdo da gelatina, como pode ser visto também no valor
encontrado para a gelatina padrdo, que nao foi deionizada. Para as gelatinas
aciladas, o cloreto detectado é proveniente do reagente de acilagédo, cloreto de
lauroila, cujo residuo também nao foi totalmente eliminado no processo de

deionizacao, aparecendo em concentracao similar a da gelatina padrao.

4.3.1. Distribuicao de ponto isoelétrico

A Figura 4.17 mostra os géis obtidos para as gelatinas aciladas cuja reacao
ocorreu em pH 8,4 e 9,5 e a Figura 4.18 mostra os géis para as amostras cuja
reagao ocorreu em pHs 8, 10,6 e 11, além de uma amostra da repeticdo do ponto
central do delineamento. Uma vez que a reacdo de acilagdo promove a ligacao
das moléculas através do grupo amino livre, esperava-se observar uma reducao
do pl na amostra modificada. No entanto, ndo foi possivel detectar diferencas
entre as amostras. A distribuicdo de ponto isoelétrico foi muito similar para todas
as gelatinas, sendo a faixa de maior intensidade em torno de 5,2, assim como da

gelatina padrao (GP).
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pH 8, 10,6 e 11.
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4.3.2. Distribuicao de massa molecular

A distribuicdo de massa molecular das amostras foi feita através da analise
de cromatografia de permeacdo em gel (GPC), que é realizada por exclusdo de
acordo com o tamanho molecular das substancias a serem analisadas. O tempo
de retengdo € relacionado com o tamanho e massa molecular através da
integracao da area do pico, sendo que maior massa molecular apresenta menor
tempo de retencado. Os resultados obtidos para todas as amostras podem ser
vistos no Anexo 2 e na Tabela 4.19, que mostra os percentuais de distribuicao em

cada faixa de massa molecular em intervalos de 100 kDa.

Tabela 4.19. Distribuicdo de massa molecular das gelatinas aciladas.

Massa molecular (% kDa)

Ensaio| pH Reagente (%)

<100 100-200 200-300 300-400 400-500 >500
GP 57 0,0 62 13 9 9 7 0
MD12 | 8,0 0,0 63 14 10 10 3 0
MDO5 | 8,0 9,0 63 13 8 9 7 0
MD13 | 8,4 0,0 63 15 9 11 2 0
MDO1 | 8,4 6,9 63 12 9 9 6 1
MDO3 | 8,4 11,1 67 12 8 8 5 0
MD14 | 9,5 0,0 66 14 10 9 1 0
MDO7 | 9,5 6.0 66 14 9 8 3 0
MDO09 | 9,5 9,0 67 14 8 9 2 0
MD10 | 9,5 9,0 68 13 9 8 2 0
MD11 | 95 9,0 68 13 8 9 2 0
MDO08 | 9,5 12,0 69 12 8 9 2 0
MD15 | 10,6 0,0 69 13 9 8 1 0
MDO02 | 10,6 6,9 64 12 8 8 8 0
MD04 | 10,6 11,1 68 12 7 9 4 0
MD16 | 11,0 0,0 69 13 9 8 1 0
MDO06 | 11,0 9,0 67 13 7 8 5 0
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Através da Tabela 4.19 é possivel observar a influéncia do ajuste de pH no
perfil de distribuicdo de massa molecular das gelatinas. Nota-se claramente que
conforme se aumenta o pH em que ocorreu a reacgao de acilacdo, aumenta-se o
percentual de massa molecular menor que 100 kDa e diminui-se entre 400 e 500
kDa. Ja a gelatina padrdao (GP) possui um percentual mais elevado de massa
entre 400 e 500 kDa e menos elevado para massa molecular menor que 100kDa.
O aumento do pH da gelatina causa hidrélise da molécula e consequentemente
aumenta a quantidade de moléculas de menor massa molecular.

No entanto, a acilagdo parece reverter este processo. As gelatinas aciladas
apresentaram reducao no percentual entre 100 e 200 kDa e aumento dos
percentuais maior que 400 kDa. Com a reagéo de acilagdo, um grupo acila (no
caso do cloreto de lauroila, de tamanho de cadeia C12) é introduzido a cadeia da
gelatina e com isso aumenta-se o tamanho da mesma e consequentemente
aumenta-se o percentual de massa molecular maior para a gelatina acilada
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

Outro indicativo dessa teoria pode ser visto através da analise dos valores
de massa molecular média (Mw) e polidispersao das gelatinas aciladas, mostrados
na Tabela 4.20. Para os grupos de gelatinas cujo pH de reacdo foram os mais
altos, e provavelmente onde a reacéo de acilagao foi mais efetiva (pH 10,6 e 11),
os valores de massa molecular média mostraram uma diminuicdo para as
gelatinas “controle” quando comparadas a gelatina padrédo e um aumento para as
gelatinas aciladas quando comparadas com seus respectivos “controles”.

A polidispersdo da gelatina € uma medida da homogeneidade de

distribuicdo das cadeias moleculares. Quanto maior a polidispersdo, menor a
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homogeneidade da amostra. A gelatina padrdao apresentou o maior percentual de
polidispersdo enquanto as gelatinas “controle” apresentaram os menores valores.
Ja as gelatinas aciladas apresentaram um aumento da polidispersdo quando
comparadas a seus respectivos “controles”. Isso corrobora que, o aumento do pH
das gelatinas levou a hidrélise da molécula resultando em cadeias menores de
massas moleculares mais similares (WARD; COURTS, 1977). Com a reacao de
acilacdo e conseqliente ligacdo dos grupamentos acila a molécula de gelatina,

obteve-se tamanhos de cadeias menos homogéneos.

Tabela 4.20. Massa molecular média (Mw) e polidispersao das gelatinas aciladas.

Amostra | pH Reagente (%) Mw (kDa) Polidispersao

GP 5,7 0,0 123,19 38,07
MD12 8,0 0,0 112,78 8,67
MDO05 8,0 9,0 122,26 12,07
MD13 8,4 0,0 112,08 8,83
MDO1 8,4 6,9 121,09 12,07
MDO03 8,4 11,1 108,94 17,88
MD14 9,5 0,0 103,53 8,44
MDO7 | 95 6,0 105,35 7,83
MDO09 9,5 9,0 101,11 11,80
MD10 9,5 9,0 98,30 12,83
MD11 9,5 9,0 99,13 13,38
MDO08 9,5 12,0 97,53 11,94
MD15 | 10,6 0,0 94,10 7,99
MD02 | 10,6 6,9 123,68 8,88
MD04 | 10,6 11,1 105,08 10,47
MD16 | 11,0 0,0 94,58 8,68
MDO6 | 11,0 9,0 107,31 9,20

95



Capitulo 4

4.3.3. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo de infravermelho € uma andlise capaz de
determinar os grupos funcionais de um material desconhecido através das
diferencas nas freqiéncias de vibracdo na regidao do infravermelho que é
especifica de cada ligacdo quimica da substancia. Dessa forma, através da
relacdo entre intensidade de radiacdo e frequéncia, é possivel caracterizar os
grupos funcionais de um padrao ou de um material desconhecido.

O espectro FTIR da gelatina exibe algumas bandas caracteristicas como:
estiramentos N-H a 3320 cm™ para a regido amida A, estiramentos C—H a 2970
cm™' para a amida B, estiramentos C=0 a 1670 cm™ e 1733 cm™ para amida |,
deformagdes N-H a 1560 cm™' para amida Il, e outras bandas associadas com
estiramentos C—N e deformagdes N—H para amida Ill, em torno de 1200-1300 cm’
(MOZAFARI et al., 2010). Existem também bandas correspondentes a vibracoes
de cadeias de aminoacidos, como por exemplo, a tirosina em torno de 1515 cm™,
a fenilalanina 1498 cm™, a prolina 1454-1438 cm™ (KHER et al., 2007).

A Figura 4.19 mostra os espectros obtidos para as gelatinas “controle”

obtidas em diferentes pHs de reacéo.
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Figura 4.19. Espectro de infravermelho obtido para as gelatinas “controle” obtidas

em diferentes pHs.

Os espectros obtidos para as gelatinas “controle” indicam que nao houve
variagao entre as gelatinas obtidas nos diferentes pHs de reacao, uma vez que as
curvas obtidas foram muito similares, apresentando picos com valores muito
semelhantes. Nota-se um deslocamento entre as curvas, que pode ter ocorrido
devido a diferengas na quantidade de amostra utilizada ou também devido a
diferencas na granulometria final das gelatinas, uma vez que o processo de
moagem foi feito manualmente. A heterogeneidade das amostras pode ter levado
a diferencas no momento de acondicionar as mesmas no equipamento de andlise.

As Figuras 4.20 a 4.24 mostram o0s espectros obtidos para as gelatinas

aciladas obtidas em diferentes pHs de reacao.
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Figura 4.23. Espectro de infravermelho obtido para as gelatinas aciladas em pH

10,6.

99



Capitulo 4

Amida |

00412 p
f Amida Il

g Amida A (11 (‘u :

" oo Amida B i \ \p / p
(] SN - i
| | \ \ h\r‘v"« P

z00 240 0 1800 1600 1400 1200 1000 8m

Figura 4.24. Espectro de infravermelho obtido para as gelatinas aciladas
empH 11,0.

Os espectros foram agrupados de acordo com o pH da reacdo da gelatina e
comparados a gelatina “controle”, mostrando que ndo houve grande variagao entre
as gelatinas aciladas nos diferentes pHs de reagdo. As curvas obtidas se
mostraram muito parecidas apresentando 0s mesmos sinais e picos com valores
semelhantes. Pode-se notar apenas uma pequena diferenca na regiao Amida B,
em torno de 2900 cm’ para as amostras de gelatina acilada com maior
concentragdo do reagente cloreto de lauroila. Como esta regido se refere a
estiramentos C-H, essa diferenga na intensidade do pico pode ser explicada pelo

aumento na concentracéo desse tipo de ligagao referente a estrutura do cloreto de
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lauroila, cujo espectro de absor¢cédo apresenta maior intensidade na regidao de 2800

a 3000 cm™ (Fonte: Sigma-Aldrich).

4.4. Avaliacao do desempenho das gelatinas aciladas na estabilizacao de

emulsoes

4.4.1. Definicao das condicoes de preparo das emulsoes

Uma varredura de pressdo de homogeneizacdo e numero de passagens
pelo homogeneizador foi feita com a gelatina padrao (GP) visando determinar as
condigdes ideais para a formacao da emulsdo. Foram utilizadas pressées variando
de 100 a 700 Bar e numero de passagens de até trés vezes. Nao foi possivel
produzir emulsdes utilizando 1000 Bar de pressao devido ao alto aquecimento da
emulsao apds a passagem pelo homogenizador.

A Figura 4.25 mostra o acompanhamento visual da estabilidade das
emulsdes obtidas em diferentes condigdes de homogeneizacdo apés 10 dias de

produgéo.
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GP1001 GP1002 GP1003 GP2501 GP2502 GP2503

GP5001 GP5002 GP5003 GP7001 GP7002 P7003

M

Figura 4.25. Avaliacao visual das emulsdes apds 10 dias da producéo das
mesmas. GP1001, 1002 e 1003: emulsdes obtidas a 100 bar de pressao; GP2501,
2502 e 2503: emulsdes obtidas a 250 bar de pressao; GP5001, 5002 e 5003:
emulsdes obtidas a 500 bar de presséao; GP7001, 7002 e 7003: emulsdes obtidas

a 700 bar de presséo.

A Tabela 4.21 mostra os resultados de diametro de gota no tempo inicial

(TO) e apo6s 10 dias (T10) de producao das emulsées.

102



Capitulo 4

Tabela 4.21. Diametro de gota para as emulsdes obtidas em diferentes condi¢coes

de homogeneizagao.

Diametro (um)

Amostra | Pressao (bar) N°. de passes
TO T10

GP1001 100 1 4,40 +0,92° 5,12+0,85°
GP1002 100 2 3,08 £0,36%° 4,47 +0,94°°
GP1003 100 3 2,71 £0,192° 3,37 +0,88*°°
GP2501 250 1 3,28 +0,842° 3,29 + 0,26%°°
GP2502 250 2 2,43 +0,662° 2,11 +0,34°
GP2503 250 3 1,91 +0,15°° 1,98 + 0,32°
GP5001 500 1 2,64 +0,242° 278 +0,47*°
GP5002 500 2 2,72 +1,032° 1,89 +0,20°
GP5003 500 3 1,78 +0,24° 1,77 +0,338°
GP7001 700 1 2,46 +0,622° 2,91 +0,44%°
GP7002 700 2 1,90 + 0,09°° 1,80 + 0,33°
GP7003 700 3 3,32 +1,21*% 243+272°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Os resultados mostram uma tendéncia de reducao do tamanho de gota com

0 aumento da pressdo de homogeneizagéo até 500 bar e aumento do numero de

passagens. Nao foram notadas diferengas significativas quando se aumentou a

pressdo de homogeneizacdo de 500 para 700 bar. A mesma tendéncia foi

observada ap6s 10 dias de produgéo das emulsdes.

Na Figura 4.26 pode-se observar a diminuicdo do tamanho de gota das

emulsbées de acordo com a pressdao de homogeneizacdo e 0 numero de

passagens.
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Figura 4.26. Microscopia das emulsdes apos 10 dias da produgéo das mesmas.

Com base nos resultados apresentados, definiu-se como a melhor condi¢ao
de homogeneizacéo a presséo de 500 bar e trés passagens, pois correspondeu a

obtencdo de menor tamanho de gota, sem separacao de fases durante o tempo de

observacao.
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4.4.2. Avaliacao das gelatinas aciladas nas emulsoes

Utilizando-se as condi¢cdes de homogeneizagao pré-definidas no item 4.4.1.,

foram produzidas as emulsdes utilizando a gelatina padréo, as gelatinas aciladas e

seus respectivos “controles”. A Tabela 4.22 mostra os resultados obtidos para o

diametro médio da gota no tempo zero (T0) e apds 30 dias (T30) da producao das

emulsoes.

Tabela 4.22. Diametro de gota para as emulsdes obtidas a partir das gelatinas

aciladas.

Diametro (um)

Amostra | pH da reacdao Reagente (%)
TO T30

GP 5,70 0,00 1,78 +0,24° 1,77 +0,33°%"
MD12 8,00 0,00 0,80 £0,13%° 1,27 +0,16%%%"
MDO05 8,00 9,00 1,82 +0,12° 1,87 + 0,25°
MD13 8,40 0,00 0,74 +0,06° 0,86 + 0,01°
MDO1 8,40 6,90 1,81 +0,13° 1,58 + 0,15
MDO03 8,40 11,10 1,28 +0,07*° 1,33 +0,18*%¢
MD14 9,50 0,00 1,09 +£0,06° 1,11 +0,12%°
MDO07 9,50 6,00 1,44 +0,13° 1,72 +0,12%°
MDO09 9,50 9,00 1,27 £0,09*° 1,17 +0,05**°
MD10 9,50 9,00 1,17 £0,06*° 1,23 + 0,04**°
MD11 9,50 9,00 1,31 £0,06*° 1,76 +0,18°°
MDO08 9,50 12,00 1,28 +0,16*° 1,51 +0,26*°
MD15 10,60 0,00 1,02 +£0,08*° 1,24 +0,05**°
MDO02 10,60 6,90 1,75+ 0,13° 3,08 +£0,36°
MDO04 10,60 11,10 1,61 £0,20°° 1,46 + 0,09*%%¢
MD16 11,00 0,00 1,23 +0,08*° 1,04 +0,06*°
MDO06* 11,00 9,00 8,45 + 2,44 7,83+1,73

*Amostra MD06 n&o foi considerada nas andlises estatisticas por apresentar separagéo de fases

logo apds ser produzida e consequientemente didmetro de gota muito maior que as outras

amostras. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).
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Para tornar mais facil a visualizacdo, as Figuras 4.27 a 4.31 foram feitas
agrupando as gelatinas aciladas obtidas no mesmo pH de reacao, juntamente com

a gelatina padréao (GP) e as respectivas gelatinas “controle” nos tempos zero (T0)

e apos 30 dias (T30) de producao das emulsoes.

: B H
1,54
1,0 S D12 MDO05
0’5 A T T T T T T
Tempo TO T30 TO T30 TO T30
MD12 MDO05

Amostra GP

D (um)

Figura 4.27. Diametro de gotas e separacao visual das emulsdes utilizando as
gelatinas aciladas em pH 8,0. GP: gelatina padrao; MD12: gelatina “controle” em
pH8; MDO05: gelatina acilada em pH8.

H

Figura 4.28. Diametro de gotas e separacgao visual das emulsdes utilizando as
gelatinas aciladas em pH 8,4. GP: gelatina padrdo; MD13: gelatina “controle” em
pH8,4; MDO1 e MDO03: gelatinas aciladas em pH8,4.
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Figura 4.29. Diametro de gotas e separacao visual das emulsdes utilizando as
gelatinas aciladas em pH 9,5. GP: gelatina padrao; MD14: gelatina “controle” em
pH9,5; MD07, MD08, MD09, MD10 e MD11: gelatinas aciladas em pH9,5.
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Figura 4.30. Diametro de gotas e separacao visual das emulsées utilizando as
gelatinas aciladas em pH 10,6. GP: gelatina padrao; MD15: gelatina “controle” em
pH10,6; MD02 e MDO04: gelatinas aciladas em pH10,6.
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Figura 4.31. Resultados das emulsdes utilizando as gelatinas aciladas em pH
11,0. GP: gelatina padrao; MD16: gelatina “controle” em pH11; MDO06: gelatina
acilada em pH11.

Para todos os pHs foi possivel notar que os melhores resultados de
diametro de gota, ou seja, os menores valores, foram obtidos para as gelatinas

‘controle”. Pode-se notar que as amostras MD02 e MDO06 apresentaram
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separacao de fases imediatamente apds a producédo das emulsdes, sendo a MD06
a que apresentou maior volume de separacao e também diametro de gota. Para
as outras gelatinas avaliadas, nao foi notada separacao visual de fases.

Esse resultado contradiz ao que era esperado, ou seja, uma melhoria da
estabilizacdo das emulsdes para as gelatinas aciladas em relacdo a gelatina
padrdo e as gelatinas “controle”. No caso das gelatinas aciladas em pHs mais
baixos (8, 8,4 e 9,5), os resultados anteriores ja haviam mostrado pouca
efetividade da reacdo de acilacao devido principalmente a pouca reatividade dos
grupos disponiveis, cujos valores de pKa sdo bastante altos (DAMODARAN,
1996). Dessa forma, as condicoes de reacdo e a adicao do reagente apenas
tiveram como efeito a queda na forgca de gel das gelatinas, e consequentemente,
uma diminuicao do poder estabilizante das mesmas.

No caso das gelatinas aciladas em maiores pHs de reacédo (10,6 e 11),
principalmente em relacdo a gelatina MDO06, que apresentou 0Ss maiores
indicativos de efetividade para a reagdo de acilagdo e melhor resultado de
atividade emulsificante, era esperada uma melhor estabilizagcdo das emulsdes, no
entanto, isso ndo foi observado. Estes resultados mostram que, apesar de terem
sido notadas diferencas significativas na maioria dos parametros avaliados para
estas gelatinas reagidas em alto pH, o grau de acilagéo atingido néo foi suficiente
para superar a drastica perda na forca de gel destas gelatinas, ou seja, o
mecanismo de estabilizacdo da emulsdo através do aumento da viscosidade da
fase continua foi predominante para as emulsées preparadas nas condigdes

utilizadas neste projeto. Possivelmente, a quantidade de reagente utilizado nao foi
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suficiente ou a condicdo de reacao nao foi adequada para obtencédo de um maior
grau de acilagao.

Por outro lado, as condi¢cdes de preparo das emulsdes, em especial o baixo
pH da emulséo (3,5), pode ndo ser a condi¢do ideal para utilizacdo da gelatina
acilada obtida. Nota-se que, nos ensaios preliminares, foi possivel obter uma boa
estabilizacdo das emulsdes produzidas com gelatinas aciladas de forma
semelhante, no entanto, o pH da emulsédo foi mantido em torno de 5,5, ou seja,
préxima ao ponto isoelétrico das gelatina obtidas (MAXEY; PALMER, 1976).

Outra possivel explicacéo para o pior desempenho das gelatinas aciladas é
o da formacdo de uma cadeia maior devido a ligagdo do grupo acila e
consequente diminuigdo da velocidade de difusdo das moléculas para a interface,
0 que pode promover um aumento no tamanho das gotas e separagao de fases da

emulsao (MCCLEMENTS, 2005).
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Os resultados mostraram que a reacdo de acilacdo apenas tornou-se
efetiva quando realizada em pH extremamente alcalino (pH 11,0), uma vez que, os
aminoacidos que possuem grupo terminal amino e por isso estdo disponiveis para
a reacao (arginina, lisina e hidroxilisina), apresentam altos valores de pKa,
indicando que possuem maior reatividade em meio com alto pH. No entanto, a
forca de gel e a viscosidade diminuiram quando a reacao ocorreu em altos pHs.

A condicdo mais adequada para obtencédo das emulsdes estabilizadas com
gelatina e com tamanho de gota reduzido foi utilizando 500 bar de pressao e
passando as amostras trés vezes através do homogeneizador. As gelatinas
aciladas com maior forca de gel e viscosidade mostraram maior efeito na
estabilizacdo das emulsbes éacidas do que o grau de acilacdo. Como
consequéncia, as gelatinas cuja reacao ocorreu em pH mais baixo e com menor
quantidade de reagente, ou seja, as que apresentaram menor grau de acilacao,
apresentaram melhor atuacdo na estabilizagdo das emulsdes. Isso mostra que,
apesar de terem sido notadas diferencgas significativas na maioria dos parametros
avaliados para as gelatinas aciladas em alto pH, o grau de acilagdo atingido néo
foi suficiente para superar a drastica perda na for¢ca de gel destas gelatinas, o que
pode ter ocorrido devido a quantidade insuficiente de reagente utilizado ou ao uso
de uma condic¢ao de reacéo inadequada para obtencao de grau de maior acilagao.

Outro fator a ser considerado, é a condicao de preparo das emulsdes, em
especial o baixo pH da emulsdo produzida (abaixo do pl da gelatina), que pode

nao ser a condicdo ideal para utilizacdo da gelatina acilada obtida.
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Ainda, outra possivel explicacao para o pior desempenho das gelatinas
aciladas € o da formacao de uma cadeia maior devido a ligacdo do grupo acila e
consequente diminuicdo da velocidade de difusdo das moléculas para a interface,
0 que pode promover um aumento no tamanho das gotas e separacao de fases da
emulsao.

Estes resultados mostram que apesar de ter sido possivel atingir maior grau
de acilacdo para as gelatinas que reagiram em altos pHs, estas gelatinas nao
apresentaram a melhoria esperada como estabilizantes de emulsdes. De acordo
com a literatura, o processo de acilagdo melhoraria a agdo da gelatina como
agente emulsificante devido ao aumento da repulsao eletrostatica. No entanto, os
resultados mostraram que 0 mecanismo de estabilizacdo das emulsdes através do

aumento da viscosidade da fase continua pareceu ser mais efetivo.
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Anexo 1. Coeficientes de regressao do planejamento experimental
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Tabela A. Coeficientes de regressao para o Grau de Acilagao (GA).

Termo Coeficiente Erro padrao t(5) p-valor
Constante 0,621 1,516 0,409 0,699
pH reagdo 4,606 0,928 4,962 0,004
Reagente (%) 1,513 0,928 1,630 0,164
pH reacéo * pH reagéo 5,958 1,105 5,392 0,003
Reagente (%) * Reagente (%) -0,132 1,105 -0,120 0,909
pH reacéo * Reagente (%) -0,996 1,313 -0,759 0,482

Tabela B. Coeficientes de regressao para a Atividade Emulsificante (AE).

Termo Coeficiente Erro padrao t(5) p-valor
Constante 1,447 0,047 30,751 0,000
pH reacéo 0,064 0,029 2,234 0,076
Reagente (%) 0,046 0,029 1,589 0,173
pH reagéo * pH reagéo 0,065 0,034 1,906 0,115
Reagente (%) * Reagente (%) 0,005 0,034 0,143 0,892
pH reagéo * Reagente (%) 0,009 0,041 0,219 0,835
Tabela C. Coeficientes de regressao para o Bloom.
Termo Coeficiente Erro padrdo t(5) p-valor
Constante 211,467 7,382 28,646 0,000
pH reacéo -32,877 4,521 -7,273 0,001
Reagente (%) -1,353 4,521 -0,299 0,777
pH reagéo * pH reagéo -16,674 5,380 -3,099 0,027
Reagente (%) * Reagente (%) -4,736 5,380 -0,880 0,419
pH reagéo * Reagente (%) -5,075 6,393 -0,794 0,463
Tabela D. Coeficientes de regresséo para a Viscosidade.
Termo Coeficiente Erro padrao t(5) p-valor
Constante 30,150 0,846 35,637 0,000
pH reacéo -1,284 0,518 -2,477 0,056
Reagente (%) -2,743 0,518 -5,294 0,003
pH reagéo * pH reagéo -0,847 0,617 -1,373 0,228
Reagente (%) * Reagente (%) 0,366 0,617 0,593 0,579
pH reagéo * Reagente (%) -0,775 0,733 -1,058 0,339
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Anexo 2. Graficos da distribuicao de massa molecular das gelatinas
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Grafico A. Perfil de distribuicao de massa molecular das gelatinas modificadas em
pH 8,0.
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GP 123,19 38,07
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Grafico B. Perfil de distribuicao de massa molecular das gelatinas modificadas em
pH 8,4.
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Grafico C. Perfil de distribuicao de massa molecular das gelatinas modificadas em
pH 9,5.
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Grafico D. Perfil de distribuicao de massa molecular das gelatinas modificadas em
pH 10,6.
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Grafico E. Perfil de distribuicido de massa molecular das gelatinas modificadas em
pH 11,0.
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