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RESUMO

O coldgeno € um subproduto de matadouro sendo amplamente utilizado como ingrediente
na industria, depois de extraido e purificado. As propriedades tecnolégicas do coldgeno
estdo intimamente relacionadas com a distribui¢do da massa molecular de suas fibras, que
varia de acordo com as caracteristicas da matéria-prima e condicdes do processo de
obtencdo do material. Com o intuito de avaliar o efeito das varidveis de processo (tempo,
temperatura e pH), o coldgeno foi extraido da camada interna da pele bovina e submetido a
hidrolise em diferentes condi¢des de temperatura (50, 60 e 80°C) e pH (3, 5, 7 ¢ 10)
durante 6 horas. Os produtos obtidos foram avaliados quanto ao teor de proteina solivel,
carga superficial, distribuicio de massa molecular, desnaturacdo protéica, capacidade
gelificante e emulsificante. Os produtos mostraram teor de proteina soluvel entre 5 e 82%
(m/m), sendo os maiores valores obtidos em tratamentos realizados em temperatura mais
elevada e/ou condigdes mais dcidas. Produtos obtidos em condi¢Oes extremas de pH (3 e
10) ou temperaturas acima ou similar a temperatura de desnaturacdo do coldgeno (80 e
60°C, respectivamente) tiveram sua estrutura mais desnaturada. Em geral, os hidrolisados
obtidos em pH 4cido formaram géis mais firmes, exceto o produzido a 80°C. Ja os
hidrolisados obtidos nos outros valores de pH (5, 7 e 10) formaram géis com baixos
valores de tensdo de ruptura porém, quando tratados em temperatura acima da temperatura
de desnaturacdo e maior tempo de processo, apresentaram uma melhora nas propriedades
gelificantes. A capacidade de retencdo de dgua (CRA) foi préoxima de 100%, exceto para
hidrolisados obtidos em pH igual a 7 e 10 e temperatura de 50°C. A capacidade
emulsificante destes hidrolisados também foi avaliada em emulsdes 6leo/dgua (O/A). A
estabilidade das emulsdes aumentou com a reducao do pH e com o aumento do tempo de
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hidrélise, porém somente a emulsdo em pH 3 e 6 horas de hidrdlise ndo apresentou
separacdo de fases. As emulsdes mais estdveis (pH 3) apresentaram gotas com baixa
polidispersdo e diametro médio entre 1,5 ¢ 5 um. Em valores de pH préximo ao pl do
coldgeno houve a formacdo de agregados que desestabilizaram as emulsdes, o que
acarretou elevados valores de didmetro médio (entre 8§ e 17 um). As emulsdes estaveis
mostraram comportamento pseudopldstico, porém nas emulsdes em que ocorreu a
separacdo de fases, a fase inferior (aquosa) sempre apresentou comportamento
Newtoniano, enquanto que a fase creme foi pseudopldstica. De maneira geral, o uso de
temperaturas mais amenas e pH &4cido, possibilita a producdo de hidrolisados com boas
propriedades mecanicas, no entanto, em temperatura mais elevada obtém-se um produto
com alta solubilidade. Se o objetivo € a obtencdo de um gel com alta capacidade de
retencdo de 4dgua o mais indica-se utilizar pH abaixo ou préximo do pl ou elevadas

temperaturas. Para melhorar a capacidade emulsificante o uso em pH abaixo do pl é o mais

indicado.

Palavras-chave: coldgeno, hidrélise, gelificacdo, emulsificacdo, hidrolisados
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ABSTRACT

Collagen is a byproduct of the slaughterhouse that is widely used as an ingredient in
industry, after being extracted and purified. The technological properties of collagen are
closely related to the molecular weight distribution of the fibers, which varies with the
characteristics of raw materials and process conditions used to obtain the material. In order
to evaluate the effect of process variables (time, temperature and pH), collagen was
extracted from the inner layer of bovine hide and subjected to hydrolysis under different
conditions of temperature (50, 60 and 80°C) and pH (3, 5, 7 and 10) for 6 hours. The
products were evaluated for soluble protein content, surface charge, molecular weight
distribution, protein denaturation, gelling and emulsifying capacity. The products showed
soluble protein content between 5 and 82% (w / w), in which the highest values were
obtained in the treatments carried out at higher temperature and/or under more acidic
conditions. Products obtained under extreme conditions of pH (3 and 10) or temperatures
above or similar to the collagen denaturation temperature (80 and 60°C, respectively) were
more denatured. In general, the hydrolysates obtained at acidic pH formed firmer gels,
except that produced at 80°C. The hydrolysates obtained in the other pH values (5, 7 and
10), in turn, formed gels with low values of strain at fractures but, when treated at
temperatures above the denaturation during long time, they showed an improvement in
those properties. The water holding capacity (WHC) was approximately 100%, except for
hydrolysates obtained at pH 7 and 10 and temperature of 50°C. The emulsifying capacity
of such hydrolysates, was also evaluated in oil/water (O/W) emulsions. The stability of the

emulsion increases with decreasing pH and increasing hydrolysis time, but only at pH 3
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and 6 hours of process the emulsion showed no phase separation. These emulsions showed
low polydispersity and droplet size between 1.5 and 5 um. At pH values near the pl of
collagen the formation of aggregates that destabilized the emulsions occurred, which
resulted in higher droplet size (between 8 and 17 mm). The stable emulsions showed shear-
thinning behavior, but in case of emulsions in which phase separation occurred, the lower
phase (aqueous) always presented Newtonian behavior, while the cream phase was a shear-
thinning fluid. In general, lower temperatures and acid pH, allows the production of
hydrolysates with good mechanical properties, however, at higher temperature gives a
product with high solubility. If the goal is to obtain a gel with high water retention
capacity, it is indicated using pH below or close to the pl or elevated temperatures. To

improve the emulsifying capacity the use of pH below the pl is the most suitable.

Key-words: collagen, hydrolysis, gelation, emulsification, hydrolysates
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS






1.1 INTRODUCAO

Com o crescimento demogrifico mundial, hd maiores demandas de alimentos e
bens de consumo, como cal¢ados e outros produtos feitos de couro. Com isso, também
crescem os rebanhos animais para suprir esta necessidade de mercado (GUTTERRES,
2006). No primeiro trimestre de 2011 foram abatidas 7,097 milhdes de cabegas de bovinos,
representando queda de 1,4% em relacdo ao trimestre anterior, porém um aumento de 0,2%
em relacdo ao mesmo periodo de 2010 (IBGE, 2011). Além da carne e do couro, é possivel
aproveitar quase todas as outras partes do boi como crina e pelos (fabricacdo de pincéis),
miudos (industria alimenticia e farmacéutica), sebo (sabdo, tintas, velas e biodiesel) e pele
(producdo de derivados de coldgeno, cédpsulas farmacéuticas, filmes fotograficos e

cosméticos) (ABCZ , 2009).

O coldgeno ¢ um subproduto de matadouros e frigorificos, encontrados em peles,
tenddes, musculos, cartilagens, ossos, corneas, aponevroses e 6rgaos. Depois de extraido e
purificado, a utilizacdo na industria € ampla, com aplicacio em produtos cosméticos,
farmacéuticos e alimenticios. Em cosméticos € utilizado principalmente em cremes
hidratantes devido a presenca de prolina e hidroxiprolina (REBELLO, 2005). Na industria
alimenticia é utilizado para enriquecimento proteico de algumas formulacgdes, mas sua
maior importancia estd na sua utilizacdo como tripa reconstituida para embutidos e como
agente estabilizante em emulsdes carneas. Na industria farmacéutica, é utilizado para

curativos de ferimentos e queimaduras, agente hemostético, veiculo para medicamentos,

suturas, lentes de contato e biopréteses (PEDREIRA, 2012).



O colageno é a maior classe de proteina fibrosa insolivel encontrada na matriz
extracelular e nos tecidos conectivos. Existem diversos tipos de coldgeno que sdo
geneticamente diferentes, mas sua principal funcdo € estrutural (VARGAS et al., 1997).
Além de ser um material de origem natural, propriedades como retencdo de dgua e
capacidade de formagdo de géis podem, juntamente com o efeito emulsificante, tornar o
coldgeno atrativo como um ingrediente alimenticio. As propriedades de capacidade de
retencdo de dgua e de gelificagdo do coldgeno permitem a sua utilizacdo como substituto
de gordura em produtos cdrneos. Quando o seu teor ndo supera 15% com relagdo a massa
de proteina total, o coldgeno possui uma preponderante fungdo estabilizante e texturizante
em embutidos de carne (OLIVO & SHIMOKOMAKI, 2002). Além disso, devido a sua
propriedade emulsificante, o coldgeno pode atuar como ligacdo entre a gordura e a carne
magra, sendo bastante util como um aditivo em produtos carneos (LIU & OCKERMAN,

2001).

As propriedades tecnoldgicas do coldgeno estdo intimamente relacionadas com a
distribuicdo da massa molecular de suas fibras, que varia de acordo com as caracteristicas
da matéria-prima e condi¢des do processo de obtencdo do material (OLIJVE et al., 2001).
A distribuicdo de massa molecular e, consequentemente, a densidade de carga alteram as
propriedades funcionais do coldgeno através de modificagdes da organizacdo das fibras em
estruturas helicoidais ou desordenadas. Esta organizacdo das fibras depende de interagcdes
eletrostéticas e hidrofdbicas que sdo reguladas por fatores como temperatura, pH e forca
i0nica. Vdrios autores mostraram a influéncia do pH, temperatura e forca i6nica na
alteracdo da estrutura molecular e na densidade de cargas da proteina de coldgeno

(ACHILLI & MANTOVANI, 2010).



Quando as solucdes de coldgeno sdo aquecidas a temperaturas acima da
temperatura de desnaturacdo, as pontes que estabilizam a tripla hélice sdo quebradas, as
moléculas adotam uma organizacdo desordenada e perdem a estrutura fibrilar. Por outro
lado, as alteracdes de pH levam a modificacio do nimero de grupos carregados
positivamente ou negativamente. Desta forma, as interagdes eletrostdticas que estabilizam
a rede sdo alteradas, podendo aumentar ou diminuir o diametro da fibrila de coldgeno e,
consequentemente a estrutura da proteina (ACHILLI & MANTOVANI, 2010). Tais
mudancas afetam as propriedades emulsificantes, gelificantes e de retencdo de dgua dos

produtos obtidos a partir do colageno.

Apesar do crescente uso desta proteina em materiais biomédicos e cosméticos,
ainda existe uma escassez de estudos sobre a influéncia das varidveis de processo

(temperatura e pH) nas propriedades tecnoldgicas de ingredientes a base de coldgeno.

1.2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos da temperatura e pH na
variacdo das propriedades tecnoldgicas do coldgeno extraido de pele bovina ao longo do

tempo de hidrélise. Com este intuito, os objetivos especificos foram:

e Analisar os efeitos de valores de temperaturas abaixo, igual e acima da
desnaturagdo do coldgeno (50, 60 e 80°C, respectivamente), e de pH neutro, abaixo,
igual e acima do ponto isoelétrico (7, 3, 5 e 10, respectivamente) nas propriedades
mecanicas e capacidade de retencdo de 4gua dos géis de coldgeno expostos a

diferentes tempos de hidrolise (até 6 horas) .
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Avaliar a densidade de carga, distribuicio de massa molecular e modificagcdes
estruturais dos produtos formados a partir dos processos de hidrdlise realizados sob
diferentes condi¢des de temperatura (50, 60 e 80°C) e pH (3, 5, 7 e 10) .

Avaliar a capacidade emulsificante dos produtos obtidos nos diferentes valores de
pH e na temperatura de 60°C, a partir da distribuicdo de tamanhos de gotas e

estabilidade das emulsdes preparadas com estes ingredientes.



CAPITULO 2
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2.1 COLAGENO

O coldgeno é a proteina mais abundante no organismo animal, chegando a
representar cerca de 30% de toda a proteina do corpo dos vertebrados (HORN et al., 2009).
Além de sua enorme abundancia, essa proteina se destaca por sua ampla aplicacdo
comercial (BRODSKY & PERSIKOV, 2005), sendo principalmente empregada nas
inddstrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. Atualmente, pelo menos 29 diferentes
tipos de colagenos sdao conhecidos (HORN et al., 2009), os quais apresentam diferencas em
relacdo a composi¢do de aminodcidos, massa molecular e sua localizacdo no animal
(OAKENFULL et al., 1997). Apesar dos diversos tipos de colageno, somente alguns se
organizam na forma de fibras. Dentre estes se destaca o coldgeno do tipo I, que é o mais
abundante na maioria dos animais, sendo principalmente encontrado na pele (80% da
matéria seca da pele adulta), tenddes (90% da matéria seca), ligamentos e ossos (90% da

matéria seca).

A estrutura do coldgeno do tipo I € basicamente composta por uma seqiiéncia
especifica de aminodcidos formada por subunidades de repeticao Glicina-X-Y, onde X e Y
sdo freqiientemente prolina e hidroxiprolina, respectivamente (Figura 1a) (OAKENFULL
et al., 1997). As estruturas secunddria e tercidria do coldgeno tipo I sdo formadas por trés
cadeias polipeptidicas, sendo duas levogiras (a;) que se enrolam em uma dextrégira (o),
formando a estrutura de a-hélice chamada de tropocoldgeno (Figura 1b). Esta estrutura
particular, chamada de tripla hélice, € estabilizada principalmente por pontes de hidrogénio
intra e intermoleculares (ASGHAR & HENRICKOSN, 1982). No entanto, as extremidades
das cadeias polipeptidicas sdo globulares, onde se localizam ligagdes cruzadas

intermoleculares que atuam na estabilizacdo da estrutura das fibrilas colagenosas. O



mondmero de tropocoldgeno possui massa molecular média de 300 kDa e 300 nm de
comprimento com 1,5 nm de didmetro, dimensdes que propiciam elevada viscosidade as
solucdes. As moléculas de tropocoldgeno se rearranjam longitudinal e bilateralmente
formando uma estrutura quaterndria (Figura 1c), que se agregam originando as miofibrilas
e posteriormente as fibras (FRIESS, 1998). Este processo em que as moléculas de
coldgeno se organizam in vitro de forma ordenada € chamado fibrilogénese e ¢ dependente

da temperatura, pH e for¢a i6nica do meio (HORN, 2009).

(a) OH
o H o R1 H o R2 o
)]\ | Q/\L & N J\ &H N
N/CHTrN N T]/ ~cH N7 Tl/ N/
| |
r'c o H o H

Glicina Prolina y Glicina x  Hidroxiprolina

(b)
‘,ﬂv\ ‘,v»\
SO SIS

Qyav> Avav’l

(c) 167nm~ 10'“[“

1.5nm

Figura 1. Estrutura quimica do coldgeno tipo I. (a) Seqiiéncia priméria de aminoécidos, (b)

estrutura secunddria e tercidria e (c) estrutura quaterndria (Fonte: FRIESS, 1998).

A molécula de coldgeno (Tabela 1) é constituida por aproximadamente 60% de
residuos hidrofébicos e 40% de hidrofilicos que conferem a proteina um cardter anfifilico
(BAILEY & LIGHT, 1989). Os aminoacidos essenciais metionina, treonina e histidina
estdo presentes em pequena quantidade, enquanto que cisteina e triptofano estdo

comumente ausentes. O baixo teor de aminodcidos essenciais compromete o valor

10



nutricional do coldgeno. Entretanto, combina¢des de coldgeno com alguns aminodcidos
podem ser vidveis para suplementar a alimentacdo humana ou animal. A substituicdo da
carne gorda ou magra em embutidos suinos ou bovinos até o nivel de 20% de coldgeno nao
prejudica as propriedades funcionais do produto final e os requerimentos nutricionais da

dieta (RAO & HENRICKSON, 1983).

Os aminodcidos ndo-essenciais (glicina, prolina, hidroxiprolina, arginina e alanina)
constituem 2/3 dos residuos, sendo que a elevada quantidade de hidroxiprolina (~11%) €
utilizada para indicar o teor de coldgeno de um material, uma vez que este aminodcido nao
estd comumente presente em proteinas ndo colagenosas (ASGHAR & HENRICKSON,
1982). O conteudo de prolina e hidroxiprolina € particularmente relevante para a
capacidade gelificante do colageno (LEWARD, 1986). Embora a prolina seja importante,
acredita-se que a hidroxiprolina desempenhe uma fun¢do singular na estabilizacio da tripla
hélice do coldgeno devido a sua capacidade de ligacdo com as moléculas de hidrogénio,

através de seus grupos hidroxila (BURJANDZE, 1979).
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Tabela 1: Composi¢cdo de aminodcidos (g/100g de proteina) do coldgeno tipo I,
hidrofobicidade e correspondentes valores de pl (Fonte: ASGHAR & HENRICKSON,

1982; LIU et al., 2004)

Aminoacidos Essenciais %0 HIDROFOBICIDADE pl
Cisteina Ausente Hidrofilico 5,15
Fenilalanina 1,2 Hidrofobico 5,76
Histidina 0,6 Hidrofilico 7,64
Isoleucina 1,1 Hidrofébico 6,04
Leucina 2,5 Hidrofébico 6,04
Lisina 2,5 Hidrofilico 9,47
Metionina 0,5 Hidrofébico 5,71
Treonina 1,8 Hidrofilico 5,60
Triptofano Ausente Hidrofébico 5,88
Valina 2.4 Hidrofébico 6,02
Aminoacidos Nao-essenciais %o HIDROFOBICIDADE pl
Asparagina 4,6 Hidrofilico 5,43
Glutamina 7.5 Hidrofilico 5,65
Alanina 11,1 Hidrofébico 6,11
Arginina 4,8 Hidrofilico 10,76
Glicina 33,0 Hidrofébico 6,06
Hidroxilisina 1,0 Hidrofilico 9,15
Hidroxiprolina 10,9 Hidrofilico 5,74
Prolina 11,7 Hidrofébico 6,30
Serina 3,0 Hidrofilico 5,70
Tirosina 0,2 Hidrofilico 5,63
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2.2 USO INDUSTRIAL DO COLAGENO

Um grande nimero de ingredientes pode ser obtido a partir do processamento do

coldgeno, tais como a gelatina, a fibra, o p6 e os hidrolisados de coldgeno.

Atualmente, o coldgeno tem sido utilizado como biomaterial nas dreas médica e
farmacéutica devido a sua baixa antigenicidade, biocompatibilidade, além de ser
facilmente absorvido pelo corpo humano (FRIESS, 1998). Ja na industria de cosméticos, o
colageno tem sido usado como umectante na produgdo de cremes, tendo grande apelo
comercial ja que o coldgeno presente nas camadas inferiores da pele € responsdvel pela sua
firmeza e elasticidade (BAILEY & LIGHT, 1989). Na industria de alimentos, o coldgeno €
tradicionalmente utilizado na forma de gelatina,geu € um polipeptideo solivel e
completamente desnaturado, obtido a partir do aquecimento controlado do coldgeno em
meio alcalino ou 4dcido. No entanto, o coldgeno com baixo teor de hidrdlise tem sido pouco
aplicado como um ingrediente funcional na industria de alimentos, provavelmente devido a
sua baixa solubilidade (MONTERO & BORDERIAS, 1991), apesar de sua elevada

capacidade de retencdo de agua e de formagao de géis (NEKLYUDOV, 2003).

2.3 PRODUTOS A BASE DE COLAGENO

A gelatina é uma proteina soldvel obtida a partir da hidrdlise parcial do colageno.
Inicialmente € realizado um pré-tratamento quimico que quebra as ligagdes ndo-covalentes
e desorganiza a estrutura macromolecular. Posteriormente, um aquecimento rompe as
pontes de hidrogénio e as ligacdes covalentes, desestabilizando a tripla hélice. A principal

propriedade da gelatina é a capacidade de produzir géis estaveis em temperaturas abaixo de
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40°C, sendo que este gel € termorreversivel. Por estar completamente desnaturada, a
gelatina pode ser usada na industria alimenticia como agente gelificante e emulsificante
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). Existem dois tipos de gelatina, que so classificadas de
acordo com o tipo de matéria-prima que as originou: gelatina tipo A, que é produzida a
partir de pele e ossos de suinos, e gelatina tipo B, produzida de peles e ossos bovinos
(SCHRIEBER & GAREIS, 2007). As gelatinas apresentam diferencas em relacdo a
distribuicao de massa molecular, sendo que a tipo A possui distribuicdo mais homogénea,
contendo maior quantidade de polipeptideos de baixa massa molecular, enquanto a tipo B
apresenta uma maior propor¢ao de fracdes de alta massa molecular. Essas diferencas de
distribuicdo de massa molecular afetam diretamente a funcionalidade da gelatina. Em
termos gerais, uma maior propor¢do de fragdes de baixa massa molecular aumenta o tempo
necessdrio para a formacgdo de gel. Além disso, a for¢a de gel, também conhecida como
“Bloom” da gelatina, esta relacionada a soma das cadeias o e [ juntamente com os
peptideos de maior cadeia. J4 a viscosidade pode ser correlacionada diretamente com a

massa molecular média (WARD & COURTS, 1977).

A fibra e o p6 de coldgeno sdo obtidos a partir da camada subcutanea da derme
bovina, que € um subproduto dos curtumes. Este material é previamente submetido a um
processo quimico para delipidacdo (retirada da gordura), para depois passar por um
processo de secagem a temperaturas moderadas e moagem (NICOLETI & TELIS, 2009).
Durante o processo de moagem, duas fracdes de diferentes tamanhos e formatos de
particulas sdo geradas, sendo que as particulas maiores sdo denominadas como fibras de
coldgeno e apresentam diametro equivalente préximo a 36 um e o pd de colidgeno é

constituido da por¢do mais fina, com cerca de 1 pm (MAXIMO & CUNHA, 2010).
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Miéximo & Cunha (2010) observaram, através de andlise eletroforética, que a fibra de
coldgeno apresenta 3 bandas com alta intensidade, que provavelmente corresponde as 3
cadeias da tripla hélice, sendo que uma delas possui massa molecular em torno de 180 kDa
(B) e as outras duas entre 82 e 115 kDa (a; e ap). J4 o p6 de coldgeno apresenta somente
uma banda com maior intensidade (B) e as outras duas com menor intensidade. A presenca
de cadeias menores e a maior exposicdo dos grupos hidrofilicos proporcionou aos géis de
coldgeno em p6 melhores propriedades mecanicas, quando comparados aos formados por

fibra de colageno.

Ja os denominados hidrolisados protéicos sdo definidos como proteinas que
estruturalmente foram quebradas, quimica ou enzimaticamente, e convertidas em peptideos
menores de massa molecular varidvel (SKANDERBY, 1994). Sdo produtos da hidrélise
limitada do coldgeno de pele suina ou bovina, sendo constituidos por peptideos de massas
moleculares entre 2,5 e 10 kDa (OESSER et al., 1999). Peptideos menores apresentam
mais residuos polares que, devido a facilidade de formarem ligacdes de hidrogénio com a
agua, aumentam sua solubilidade (GBOGOURI et al., 2004). Devido as suas caracteristicas
fisicas, propriedades tecnoldgicas e funcionais, os hidrolisados protéicos apresentam
grande potencial de aplicacio em cosméticos para pele e cabelo, formulacdes

farmacéuticas, e em diversos produtos alimenticios.
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2.4 EFEITO DAS VARIAVEIS DE PROCESSO SOBRE A ESTRUTURA DO

COLAGENO

Ao se tratar de macromoléculas, como € o caso do coldgeno, trés situacdes podem
ser encontradas na presenga de um solvente: moléculas distribuidas aleatéria e
desordenamente, moléculas com conformagdo helicoidal ou um precipitado cristalino. A
ocorréncia de uma dessas situacdes depende do pH, da temperatura e da forca i6nica do
meio. Muitos estudos tentaram mostrar o papel destas varidveis nas transformacdes das

estruturas dessas macromoléculas, as quais estdo esquematizadas na Figura 2.

1
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Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura cristalina (C), das moléculas distribuidas
aleatoriamente (RC) ou em conformagdo helicoidal (H), bem como das transformacdes que
podem ocorrer entre estas estruturas. I — Transformagdo da forma cristalina para uma
estrutura aleatéria, Il — Transformacdo de moléculas aleatérias para conformagdo
helicoidal, III — Passagem da estrutura cristalina para a conformacao helicoidal (Fonte:

BIANCHI et al., 1967).
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O efeito da adicdo de sais na estrutura helicoidal do coldgeno é um tipico exemplo
da Transformacdo II, entretanto, dependendo da concentracdo e tipo de sal, as moléculas
do coldgeno podem precipitar, passando diretamente da conformacdo helicoidal para
precipitados cristalinos (Transformacdo III). Esta fase precipitada pode se tornar
novamente soldvel, por exemplo, com o aumento da temperatura, passando a ser uma
solucdo de moléculas distribuidas aleatoriamente. Este fato, juntamente com um
encolhimento das fibras de coldgeno causado por mudangas no pH ou na forca idnica, € um
exemplo da Transformacgdo I. Estas transformacdes afetam a densidade de carga e a
distribuicdo de massa molecular do coldgeno, causando alteracdes em suas propriedades

funcionais (BIANCHI et al., 1967).

Como acomposi¢do aminoacidica do coldgeno apresenta alta concentracdo de
aminodcidos apolares e wuma significativa concentracio de polares
(ASGHAR & HENRICKSON, 1982), sugere-se que a desnaturacdo da proteina pode expor
os grupos hidrofilicos e aumentar a solubilidade desta proteina. Os efeitos do aquecimento
do coldgeno podem ser reversiveis ou irreversiveis. O aquecimento moderado pode resultar
em um desdobramento local da proteina. Este desdobramento pode ser devido a quebra de
um nudmero pequeno de ligacdes consecutivas de hidrogénio. No entanto, o aquecimento
severo resulta em uma transformacdo da estrutura helicoidal a uma conformacao
desordenada, que € irreversivel e dependente do tempo (BRANDTS, 1969; PRIVALOV,
1982). A temperatura de desnaturacdo do colageno situa-se entre 53 e 63°C. Acima dessa
temperatura, as fibras de coldgeno tendem a encolher um quarto de seu comprimento
conferindo maior elasticidade e, por consequéncia, levando a formacao de uma rede de gel

com alta capacidade de retencao de 4gua (MAXIMO & CUNHA, 2010).
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As interacdes eletrostaticas sdo reguladas por fatores como pH e forca idnica. A
formacdo de grupos carregados nas moléculas de coldgeno pode resultar em interacoes
eletrostéticas que podem afetar o tamanho das suas fibras (responsdveis por conferir for¢a
e resisténcia) e, consequentemente, a estrutura da rede (ROSENBLATT et al.,, 1994;
WOOD & KEECH., 1960). Isto significa que a capacidade reativa do coldgeno esta
relacionada com seu ponto isoelétrico (pl ~ 5,5). Quando o coldgeno estd no ponto
isoelétrico, ambos os grupos carboxilico e amino estdo ionizados e hd atracdo entre as
cargas opostas nas cadeias de proteina, diminuindo a distancia entre as cadeias e o

inchamento ou solubilidade € minimo.

Em pH alcalino hd uma reducdo do didmetro da fibrila e um aumento de seu
comprimento, o que pode alterar as propriedades mecanicas (ACHILLI & MANTOVANI,
2010) e levar a uma reducdo da capacidade de gelificacado (WOOD & KEECH., 1960). Ja
em valores de pH abaixo do pl ( ~ 5,5) hd um aumento de fons de hidrogénio e as
particulas da proteina ficam carregadas positivamente, causando uma repulsdo entre as
mesmas. Estas modificacdes provocam a abertura da tripla hélice, facilitando a interacdo
com a 4dgua e aumentando sua solubilidade (MAXIMO & CUNHA, 2010). Entretanto, em
pH abaixo do pl observam-se densidade de carga mais altas do que em pH acima do pl,
devido ao aumento de fons de hidrogénio ligados aos aminodcidos do coldgeno. Este fato
pode explicar porque a solubilidade é mais baixa em pH alcalino quando comparado ao pH
adcido (SANTANA et al.,, 2011). Esta abertura da tripla hélice também modifica a
hidrofobicidade superficial da proteina, podendo causar melhora na sua capacidade

emulsificante (NEKLYUDOYV, 2003).
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2.4.1 CINETICA DA HIDROLISE DE PROTEINAS

O estudo da cinética de hidrdlise de proteinas é complicado, devido a existéncia de
grande nimero de ligacdes peptidicas que sdo quebradas (MARQUEZ & VAZQUEZ,
1999; MORENO & CUADRADO, 1993). Assim, ha uma dificuldade em estabelecer
modelos cinéticos para a hidrdlise destas macromoléculas. Modelos muito simples tém
aplicacdo limitada e podem representar inadequadamente o mecanismo real, enquanto que
um modelo complicado pode ndo ser analisado estatisticamente. Para contornar esses
problemas, pode-se utilizar uma equacdo que relacione o aumento do teor de proteina
solivel ao longo do tempo de hidrdlise. Curvas que apresentam crescimento limitado,

mostram que a medida que o tempo aumenta, o valor de f (t) fica préximo de “a” sem

ultrapassé-lo, como apresentado na Equacdo 1.

fO=al-e*)>T, =T, ]eq (d—e™)
(D

onde T € o teor de proteina soliivel no tempo “t”, [Tps]eq 0 teor de proteina soltivel no

equilibrio, t o tempo de processo e k a taxa de reagdo.

2.5 PROPRIEDADE GELIFICANTE DO COLAGENO

O colageno tem uma ampla utilizacdo na industria alimenticia como ingrediente
para melhorar a elasticidade, consisténcia e estabilidade de alimentos. A qualidade de

ingredientes a base desta proteina depende largamente das suas propriedades reoldgicas,

19



além das caracteristicas fisico-quimicas basicas, como composi¢do, solubilidade, cor, odor
e sabor. Os atributos que melhor definem seu valor comercial e qualidade sdo a forca de

gel e a termoestabilidade (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

A gelificagdo do coldgeno ocorre devido a formagdo de estruturas ordenadas e
estabilizadas por forcas de baixa energia, como ligacdes de Van der Waals e pontes de
hidrogénio. Esse processo consiste na transi¢ao de uma solug¢do contendo proteinas livres e
desordenadas, para uma conformacdo helicoidal e, posteriormente, para uma rede
estruturada (NEKLYUDOV, 2003). A composicdo aminoacidica e a distribuicdo de massa
molecular sdo fatores que influenciam as propriedades fisicas e estruturais dos géis. A
elevada forca do gel formado a partir de produtos a base de coldgeno deve-se ao elevado
teor de hidroxiprolina (NORLAND, 1990). A lisina e hidroxiprolina sdo particularmente
importantes para a gelificacdo, pois a estabilidade da tripla hélice é proporcional ao
conteddo de pirrolidina, anel presente na estrutura destes dois aminodcidos (LEDWARD,
1986). Por outro lado, produtos com menores massas moleculares levam a géis mais
frageis e altamente deformdveis (MUYONGA et al., 2004). No entanto, a presenca de
cadeias protéicas menores € a maior exposicdo dos grupos hidrofilicos favorecem a
interacdo com a 4gua e, consequentemente, podem melhorar as propriedades gelificantes
(AL-ASSAF et al., 2006). A relacdo entre a fracdo solidvel e insolivel de proteina pode
influenciar nas propriedades mecanicas, pois um aumento da fragdo soluavel leva a melhora
da dureza, deformabilidade e elasticidade dos géis a base de colidgeno (MAXIMO &

CUNHA, 2010).
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2.6 PROPRIEDADE EMULSIFICANTE DO COLAGENO

A capacidade emulsificante é uma importante propriedade tecnolégica no
processamento de alimentos, e vem sendo extensivamente estudada. Em emulsdes
estabilizadas por proteinas, alteracdes no pH modificam as interacdes eletrostaticas entre as
gotas da emulsdo. A superficie da gota estd carregada se o pH estiver distante do pl desta
proteina. Em pH abaixo do pl, as gotas de emulsdo ficam carregadas positivamente e hi
uma repulsao eletrostética entre elas, prevenindo a formacao de agregados e a coalescéncia
(MCCLEMENTS, 2005). Além disso, a tripla hélice do coldgeno se abre, o que modifica a
hidrofobicidade da superficie e melhora a capacidade emulsificante (NEKLYUDOV,
2003). Foi observado que a capacidade emulsificante de material colagenoso extraido de
peixes foi maior em niveis de pH entre 1 e 3 e decresceu a medida que o pH aumentou
(MONTERO & BODERIAS, 1991), aproximando-se do ponto isoelétrico (pI) desta
proteina (NEKLYUDOYV, 2003). O pl relativamente elevado do coldgeno bovino pode
viabilizar a estabilidade de emulsdes em uma faixa de pH &cida, que é o caso da maior
parte das emulsdes alimenticias. Santana et al. (2011) observou a formacdo de emulsdes
verdadeiras em valores de pH igual a 3,5, quando estabilizadas com fibra de coldgeno. Por
outro lado, as emulsdes preparadas em altos valores de pH, mostraram uma rede

tridimensional formada devido a auséncia de repulsdo eletrostética entre as gotas.

Processos térmicos modificam a massa molecular da proteina agindo sobre as
ligacbes de hidrogénio inter e intramoleculares, o que desestabiliza a tripla hélice
transformando-as em estruturas desordenadas. Maior intensidade do tratamento térmico
diminui a capacidade emulsificante do coldgeno, pois o aumento da temperatura diminui

ligeiramente a carga protéica, a qual € responsdvel pela estabilizacdo eletrostitica das
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emulsdes. Além disso, o tratamento térmico reduz a fracdo de proteina insoluvel,

responsavel pela imobilizacdo estérica das gotas do 6leo (SANTANA et al., 2012).

A capacidade emulsificante do coldgeno € inferior a da proteina de soja, caseinato e
plasma, provavelmente devido a sua insolubilidade. Entretanto, o coldgeno possui uma
preponderante func¢do estabilizante e texturizante em embutidos de carne quando seu teor
ndo supera 15% (m/m) da proteina total, sugerindo que o coldgeno possui propriedades

emulsificantes assim como as outras proteinas da carne (OLIVO & SHIMOKOMAKI,

2002).
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS
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3.1 MATERIAL

A camada interna do couro bovino moida em um moedor (S-220, Stelka, Brasil) em
disco de 4 mm foi fornecida pela Novaprom Food Ingredients Ltda. (Lins, Brasil). O 6leo
de soja (Soya, Bunge Alimentos S.A., Brasil) foi obtido em supermercado local. Antes de
cada processo, a matéria-prima foi caracterizada como descrito na se¢cdo 3.2.4.1 e a sua

temperatura de desnaturacao também foi avaliada (secdo 3.2.4.2.2).

3.2 METODOS
3.2.1 PREPARO DOS INGREDIENTES A BASE DE COLAGENO

Os produtos foram preparados conforme fluxograma descrito na Figura 3. A etapa
de hidrolise foi feita para determinar as diferentes condi¢cdes de temperatura, tempo e pH
de reagdo, para obtencdo de produtos com diferentes caracteristicas tecnoldgicas
desejdveis.

A camada interna do couro bovino moido foi pesada e diluida com dgua destilada
de modo a formar uma mistura com concentragdo de 8% (m/m) de proteina. Essa mistura
foi colocada em um tanque encamisado de aco inoxidavel, submetida a agitacdo mecanica,
sendo que as condicdes de temperatura e pH foram ajustadas de acordo com o tratamento a
ser realizado (Tabela 2). Os valores de temperatura e pH selecionados levaram em
consideragdo a desnaturagdo térmica (entre 50-60°C) e o ponto isoelétrico (pH ~5,5),
respectivamente. Durante a reacdo foram retiradas aliquotas a cada 60 minutos para
avaliacdo do teor de proteina solivel (secdo 3.2.4.2.1), temperatura de desnaturagdo (se¢ao

3.2.4.2.2), distribuicdo de massa molecular (se¢do 3.2.4.2.3) e carga superficial (sec¢do
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3.2.4.24). Além disso, aliquotas também foram removidas para o preparo de géis e

emulsoes.

Camada interna do couro moida

(disco 4 mm)

4 )
Diluicdo com 4gua destilada
(8% (m/m) de proteina)

\. J
4 N
Ajuste de pH
(3,5, 7 ou 10 com NaOH ou HCI)

. J
é )
Hidrélise Térmica
(50, 60 ou 80°C)

. J

Carga Superficial

Distribui¢do de Massa Molecular
Temperatura de Desnaturacio
Solubilidade Protéica

Preparo dos géis
(8% (m/m) de proteina)

Preparo das emulsdes
(0,5% (m/m) proteina + 10% dleo de soja)

Propriedades Mecanicas
Capacidade de Retengio de Agua

- Distribui¢do de Tamanho de Gotas
- Estabilidade a cremeacgao
- Comportamento Reolédgico

Figura 3: Diagrama de produg@o dos hidrolisados de coldgeno
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Tabela 2: Condicdes dos processos de hidrolise

Ensaio | Temperatura (°C) pH
1 50 3
2 60 3
3 80 3
4 50 5
5 60 5
6 80 5
7 50 10
8 60 10
9 80 10
10 50 7
11 60 7
12 80 7
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3.2.2 PREPARO DOS GEIS

Aliquotas contendo 8% (m/m) de proteina, retiradas a cada hora de processo de
hidrdlise, tiveram o pH ajustado para 7 e a temperatura a 40 °C, para a preparagao dos géis.
Estas aliquotas foram acondicionadas em tubos plésticos de 2,1 mm de diametro e
mantidas a 10 °C por 24 horas para completa formacao do gel. Estes géis foram utilizados
para os ensaios de propriedades mecanicas (se¢do 3.2.4.3.1) e capacidade de retencdo de

agua (se¢do 3.2.4.3.2).

3.2.3 PREPARO DA EMULSOES
3.2.3.1 Preparo das Dispersoes de Colageno

Os produtos obtidos a partir do processo de hidrdlise a 60°C, nos diferentes valores
de pH (3, 5, 7 ou 10), foram diluidos em dgua deionizada para que se tivesse 0,5% (m/m)
de proteina na emulsdo. Esta dispersdao foi mantida sob constante agitacdo, com agitador
magnético, por 1 hora em temperatura ambiente antes do preparo das emulsdes. Azida
sédica (0,02%, m/m) foi adicionada a &4gua deionizada como agente antimicrobiano

(SANTANA et al., 2011).

3.2.3.2 Processo de Homogeneizacao

Ap6s o preparo das dispersdes de coldgeno, o 6leo de soja (10 % m/m) foi
adicionado e misturado com o auxilio de um agitador tipo rotor-estator (Ultra-Turrax,
modelo DTI18 basic, IKA, USA) a 14000 rpm por 5 minutos para a formacdo das
macroemulsdes. Com o intuito de produzir mini-emulsdes (tamanho de gota reduzido), as

macroemulsdoes foram homogeneizadas a alta pressdo em um homogeneizador de dois
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estdgios (NS1001L2KPANDAZ2K, Niro Soave S.p.A., Itdlia). A pressdo no primeiro
estagio foi de 600 bar e no segundo estdgio foi de 50 bar, com 1 passagem da emulsdo pelo
homogeneizador. Apds a homogeneizagdo, os valores de pH das emulsdes foram medidos.
Para facilitar a visualizacdo da separacdo de fases das emulsdes, corante Sudan III, de

coloracdo avermelhada, foi adicionado ao 6leo de soja (SANTANA et al., 2011).

3.2.4 METODOS DE ANALISE
3.2.4.1 Caracterizacao da matéria-prima

Foram realizadas andlises de umidade (método gravimétrico AOAC — 925.10),
cinzas (método gravimétrico AOAC — 900.02) e proteinas (método de Kjeldahl — fator de
conversao: 5,55 — AOAC 937), além da medida do pH (pHmetro — modelo 827 lab,

Metrohm, Suica).

3.2.4.2 Caracterizaciao dos Hidrolisados de Colageno

3.2.4.2.1 Teor de Proteina Solivel

Amostras dos hidrolisados de coldgeno foram centrifugadas a 10000 g por 15
minutos a 40 °C, em uma centrifuga (Allegra 25R, Beckman Coulter, EUA). Apés a
centrifugac@o, a fragdo sobrenadante foi retirada, pesada e acondicionada a 10 °C. A
concentracdo de proteina (%) foi determinada pelo método de Kjeldhal, sendo o fator de
conversao utilizado de 5,55 (ZIEGLER & SGARBIERI, 2009). O resultado foi expresso
em porcentagem de proteina soldvel em relacdo a proteina total (g de proteina solivel/100

g de proteina). A proteina total foi mensurada considerando a quantidade de proteina
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presente na amostra inicial e também foi determinada pelo método de Kjeldhal utilizando o

mesmo fator de conversio.

Os dados de teor de proteina solivel foram ajustados segundo modelo matemético
descrito no item 2.4.1 (Equacdo 1), onde foi possivel obter o teor de proteina soldvel no

equilibrio e a taxa de reacdo de cada tratamento.

3.2.4.2.2 Calorimetria Diferencial Exploratoria

A temperatura de desnaturacio foi determinada através de calorimetria diferencial
exploratéria (DSC), de acordo com a metodologia descrita por LiChan & Ma (2002).
C4psulas herméticas de aluminio contendo aproximadamente 10 mg dos produtos obtidos
através dos processos de hidrdlise do coldgeno foram colocadas no equipamento e
aquecidas na razio de 10°C.min"' em um intervalo entre 25 e 100°C, em um calorimetro

diferencial exploratério - DSC (Model 2920, TA Instruments, EUA).

A partir da diferenga de fluxo de calor entre a cdpsula com amostra e a referéncia
(sem amostra), obteve-se um termograma, no qual foi possivel identificar a temperatura de
desnaturacdo (Tg), representada pelo ponto de méaximo de fluxo de calor. Também foi
avaliada a temperatura inicial de desnaturacdo (Tonser), calculada a partir da intersecdo entre
a linha base e a extrapolacdo do ponto mdximo de fluxo de calor. A quantidade de energia
(AH) necessdria para a desnaturacdo da proteina foi calculada pela drea compreendida
entre a linha base e a curva do fluxo de calor. As andlises foram realizadas em triplicata e
analisadas através do software Universal Analysis Program, versdo 3.0 G (TA Instruments,

EUA).
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3.2.4.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

As andlises de eletroforese foram realizadas segundo método de Laemmli (1970).
Os ensaios foram realizados em gel de poliacrilamida com concentracdes de 10% (m/m)
para o gel de resolucdo e de 5% (m/m) para o gel de empacotamento. Os produtos obtidos
dos processos de hidrdlise foram diluidos em dgua deionizada a fim de se obter solugdes
com concentracdo de 35 ug/10 pL. Aliquotas de 20 uL destas solu¢des foram diluidas em
tampao nado-redutor (Tris-HCl 50 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10% e azul de
bromofenol 0,1%) na razdo 1:1, aquecidas a 70°C por 5 minutos e aplicadas nos géis de
poliacrilamida. As corridas foram realizadas a 110 V em uma unidade de eletroforese
(Mini Protean Tetra Cell, Biorad Laboratories, EUA), sendo que o tampao de corrida (pH
8,3) continha 25 mM de Tris-HCI, 250 mM de glicina e 0,1% (m/v) de SDS. Apods a
corrida das amostras, todos os géis foram corados com uma solu¢do a 0,25% de Comassie
Brilliant Blue em etanol: acido acético: dgua deionizada (10:5:85 v/v) descorados por meio
de vérias lavagens em solucdo de 10% (m/v) de etanol e 5% (m/v) de acido acético. Foi
utilizado como padrao um marcador comercial de massa molecular, variando de 180 a 6
kDa (Pre-stained InvitrogenTM Bench Marker protein leader, Byoagency International,

EUA).

3.2.4.2.4 Carga Elétrica Superficial

A carga elétrica superficial das amostras foi medida em um equipamento de
microeletroforese (ZEM-5300, Zetasizer NanoZS, Malvern Instruments, Reino Unido).
Este aparelho determina a carga elétrica através da medicao da direcdo e velocidade das

particulas em um campo elétrico (LITTOZ & MCCLEMENTS, 2008).
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Os produtos obtidos dos processos de hidrélise foram diluidos com d4gua
deionizada, a fim de se obter solugdes com 0,04% de proteina. Estas solugdes foram
analisadas através de uma varredura de pH variando de 3 a 11, em uma célula do tipo DTS
1060C — Clear Disposable Zeya Cell, sendo que a titulacdo foi feita com HCI 1M ou
NaOH IM. O potencial zeta foi calculado pela Equacdo de Henry (Equagdo 2), sendo que
os dados foram ajustados pelo modelo matematico de Smoluchowski, por se tratar de um
sistema aquoso. O ponto em que o potencial zeta era igual a zero, indicou o ponto

isoelétrico.

_ 2e.z7.f (ka)

U,
3 )

onde: z € o potencial zeta, Ug € a mobilidade eletroforética, € ¢ a constante dielétrica, n ¢ a
viscosidade e f(ka) € a funcdo de Henry que, para o caso da aproximacdo de Smoluchowski,

éigual al,5.

3.2.4.3 Propriedades dos Géis

3.2.4.3.1 Propriedades Mecanicas dos Géis

As propriedades mecanicas foram determinadas por ensaios de compressao uniaxial
em um texturOmetro (TA.XTplus Texture Analyser, Stable Microsystems Ltda.,
Inglaterra). As medidas foram feitas utilizando-se uma placa cilindrica de acrilico com 60

mm de diametro, que foi lubrificada com silicone para evitar atrito com a amostra.
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O material foi comprimido até 80% de deformacdo, sob velocidade de compressao
de 1 mm/s a temperatura de 25°C. Os dados de forga-altura foram convertidos em
tensdo e deformacdo de Hencky (Equacgdes 3 e 4, respectivamente) e o ponto maximo da
curva foi considerado como o ponto de ruptura. A tensdo de ruptura (Gy,p) corresponde a
tensdo maxima que o gel suporta antes da fratura, e a deformagao associada a este ponto é

denominada deformacdo de ruptura (€rp).

ou =P 1O ] G)

onde F(t) é a forca, Ag e Hp sdo a 4rea e a altura inicial da amostra, respectivamente, e H(t)

€ a altura no tempo t.

A partir dos diagramas de tensdo-deformagdo também foi obtido o mddulo de
elasticidade (E), que estd relacionado com a firmeza do gel e € obtido dentro da zona

eldstica. O médulo de elasticidade foi obtido a partir da regressdo linear até = 5%. Todas as

medidas foram feitas em quintuplicata.
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3.2.4.3.2 Capacidade de Retencao de Agua dos Géis

Cerca de 5 g dos géis foram pesados, colocados em tubos de centrifuga (50 ml) e
centrifugados a 10000 g por 15 minutos a 25 °C (centrifuga Allegra 25R, Beckman
Coulter, EUA). Apés a centrifugacdo, o excesso de dgua foi retirado e o precipitado pesado

(BRAGA et al., 2006). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

A capacidade de retencdo de dgua foi determinada pela diferenca de massa dos géis

antes e apos a centrifugacdo, conforme descrito na Equacgao 5.

m —m. .
CRA — ( amostra dgua ltberada) ) 100 (5)
m

amostra

onde Mygua liberada € @ Massa de dgua liberada apds a centrifugagdo € Mumosira € @ massa total

de amostra antes da centrifugacao.

3.2.4.4 Caracterizacao das Emulsoes

3.2.4.4.1 Distribuicao de Tamanho de Gotas

Imediatamente apds a homogeneizacdo, a distribuicdo de tamanho de gotas das
mini-emulsdes foi analisada através de difracdo a laser em um Laser Scattering
Spectrometer Mastersizer (MAM 5005, Malvern Instruments LTD, Reino Unido). O
didametro médio foi representado pelo diametro médio superficial (Ds3;), calculado pela

Equacio 6.
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_Xn.D;

D32 - zni.Diz (6)

onde n; é a quantidade de gotas com mesmo diametro médio e D; o didmetro médio de cada

gota.

Além disso, a polidispersdao do tamanho das gotas foi avaliada pelo Span, como

definido na Equacgdo 7.

Span — d9o _dlo

50

(7

onde djg, dsp € dgp sdao os didametros nos quais 10, 50 e 90% da amostra, respectivamente,

sdo menores que este valor.

3.2.4.4.2 Estabilidade a Cremeacao

Imediatamente apds o processo de homogeneizagdo, aliquotas de emulsdo foram
transferidas para provetas de 50 mL (25 mm de diametro interno e 95 mm de altura). As
emulsoes foram armazenadas por 15 dias a temperatura ambiente, sendo o volume da fase
inferior quantificado diariamente. O indice de cremeacdo foi descrito pela Equacdo 8.

Foram realizadas 3 repeticoes em 3 determinagdes independentes.

IC (%) = 100 . volume da interface da fase inferior (8)
volume total de emulsdo
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3.2.4.4.3 Microscopia Optica

As andlises microscOpicas das emulsdes foram realizadas em microscépio Optico
(Axio Scope.Al, Carl Zeiss, Alemanha), em que uma aliquota de emulsao foi colocada em
lamina, coberta com laminula e visualizada com um aumento de 100 x. Foram obtidas

cerca de 5 micrografias ao longo de toda a lamina para posterior andlise visual de imagem.

3.2.4.4.4 Comportamento Reoldgico

As andlises reoldgicas foram realizadas nas mini-emulsdes, utilizando um redmetro
de tensdo controlada (Physica MCR301, Anton Paar, Adstria). Todas as medidas foram
feitas em triplicata, em geometria de placas paralelas de ago inoxiddvel de 50 mm de
diametro, com temperatura controlada em 25°C e distancia entre as placas (“gap”) de 600
pm. As andlises reoldgicas das mini-emulsdes estabilizadas pelos hidrolisados de colageno
foram realizadas ap6s 1 dia de estocagem. Para o caso de emulsdes que apresentaram

separacdo de fases, avaliou-se a fase superior e inferior separadamente.

As curvas de escoamento foram obtidas através de um programa de passos

multiplos usando intervalos de taxas de deformagao entre 0-300 s'. Desta maneira pode-se

avaliar a relagcdo entre viscosidade (1) e taxa de deformacao ( 7/ ). Os modelos para fluidos

Newtonianos (Equacdo 9) e Lei da Poténcia (Equagao 10), foram utilizados para ajustar as

curvas de escoamento aos dados:
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oc=n.7) 9)

o =k(y)"
(10)

onde o € a tensdo de cisalhamento (Pa), 7 ¢ a taxa de deformacdo (s'), n € o indice de

comportamento, 1 ¢ a viscosidade (Pa.s) e k o indice de consisténcia (Pa.s").

3.2.4.5 Analises Estatisticas

A avaliagdo dos dados foi realizada com auxilio de andlise estatistica. Foi realizada
a comparacao de médias entre os dados por meio do teste de Tukey e através da Analise de

Variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia (STATISTICA® 7.0, StatSoft, EUA).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA
4.1.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

A composicao da matéria-prima utilizada estd apresentada na Tabela 3. O coldgeno
apresentou cerca de 24% de proteina (b.u), baixa quantidade de cinzas (0,40%) e elevado

teor de umidade, em torno de 76%. Além disso, apresentou pH préximo da neutralidade.

Tabela 3: Composi¢do da matéria-prima

Componente Contetido (g/100g de matéria-prima)
Proteina 23,79 + 2,33
Cinzas 0,40 = 0,03
Umidade 75,80 + 2,36
pH 7,26 £0,18

A pele € composta de proteinas, lipideos, carboidratos, sais minerais e dgua, sendo
que esta composi¢ao varia de acordo com a espécie, sexo e idade do animal. Geralmente, o

teor de umidade das peles de animais varia entre 60 e 70% (HOINACKI, 1989).
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4.1.2 CARGA ELETRICA SUPERFICIAL

Na Figura 4 pode-se observar o comportamento do potencial zeta em valores de pH
entre 3 e 11. Em valores de pH entre 5,5 e 7, a diferenga de potencial zeta foi préxima de
zero e considerou-se que o ponto isoelétrico estaria préximo a 5,7. Valores semelhantes
foram encontrados por Gutterres (2006), que mostrou que p6 de pele bovina apresentava
ponto isoelétrico entre 4,9 e 5,3, enquanto que Santana et al. (2011) observou ponto

1soelétrico proximo de 4,8 para a fibra de coldgeno.

Como pode-se observar, a carga elétrica superficial da matéria-prima mostrou
valores positivos em pH abaixo do pl e carga levemente negativa em pH acima do pl. A
elevada carga positiva em valores dcidos de pH é devido ao aumento dos fons H' em

relagdo aos aminodcidos ionizdvelis.

30

20 =

10 F

Potencial Zeta (mV)

.8 9 10 11 D

-10 3

-20
pH

Figura 4: Potencial zeta da matéria-prima nos valores de pH entre 3 e 11
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4.1.3 TEMPERATURA DE DESNATURACAO

Através do termograma apresentado na Figura 5 foi possivel determinar a
temperatura inicial (Tonset) de desnaturacdo da matéria-prima, que foi de 58,59 £ 1,28 °C e
a temperatura de desnaturacdo (pico), que apresentou valor médio de 63,37 + 2,20 °C.
Resultados semelhantes foram observados para a fibra de coldgeno, sendo encontrados
valores proximos de 63°C para a temperatura de desnaturacdo e Topgerigual a 58°C (WOLF
et al., 2009; SANTANA et al.,, 2011). O coldgeno bovino apresenta temperatura de
desnaturacdo elevada quando comparada a de coldgeno extraido de peixes, que estd entre
15°C e 29°C. Esta diferenca pode ser atribuida a diferente composi¢do aminoacidica dos
coldgenos, principalmente pelo maior teor de hidroxiprolina, que é responsavel por
estabilizar a tripla hélice do coldgeno bovino (ZHANG et al., 2009; RAMACHANDRAN
et al., 1976).

Além disso, também foi avaliada a entalpia (AH) necessdria para que a
desnaturacdo ocorresse e o valor médio foi de 8,04 + 1,57 J/g de proteina. Santana et al.
(2011) encontrou um valor mais elevado para a desnaturacdo da fibra de coldgeno ndo

hidrolisada que estava proxima de 10 J/g de proteina.
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Figura 5: Termograma da matéria-prima em triplicata

4.2 CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS

A caracterizacdo dos hidrolisados obtidos permitiu determinar como as condi¢des
de processo influenciam nas suas propriedades gelificantes e emulsificantes. Com este
intuito, primeiramente avaliou-se a solubilidade protéica, carga elétrica superficial,

temperatura de desnaturacao e distribuicao de massa molecular dos hidrolisados.
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4.2.1 SOLUBILIDADE PROTEICA

A solubilidade ¢ uma das propriedades funcionais mais importantes dos
hidrolisados protéicos, pois exerce forte efeito sobre as propriedades fisicas, como a
capacidade emulsificante e gelificante (WILDING et al., 1984). Na Figura 6, pode-se
observar o teor de proteina soluvel (Tps) de todos os tratamentos ao longo do tempo de

hidrélise, bem como as linhas de ajustes segundo a Equacgdo 1.
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Figura 6: Teor de proteina soluvel (g de proteina soluvel/100 g de proteina) nos valores de pH: A) 3, B) 5, C) 7 e D) 10 nas

temperaturas de 50 (), 60 (m) e 80°C (#), ao longo de 6 horas e curvas de ajustes obtidas a partir do modelo de cinética de 1*

ordem
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Um aumento no teor de proteina solivel foi observado com o aumento da
temperatura ¢ do tempo de hidrélise para todos os tratamentos, indicando a influéncia do
tratamento térmico na solubilizacdo das proteinas do coldgeno. A temperatura favorece a
quebra das ligacdes de hidrogénio e demais interagdes que estabilizam a tripla-hélice do
coldgeno, propiciando a abertura da estrutura e a exposicdo de grupos hidroxila e,
consequentemente, a hidratagdo da proteina (ALVES & FERREIRA, 2002). Resultados
semelhantes foram obtidos por Médximo e Cunha (2010), que observaram uma rede de gel
mais forte quando o produto a base de coldgeno foi tratado a 90°C se comparado ao tratado
a 60 °C, sendo isso associado ao maior teor de proteina soluvel obtido no tratamento

térmico mais drastico.

Além disso, no pH abaixo do pl, observaram-se os maiores teores de proteina
solivel. No processo a 80°C o teor de proteina soluvel foi de aproximadamente 57%, com
apenas 1 hora de hidrdlise, valor maior do que em todos os outros tratamentos com 6 horas
de processo. A 80°C e pH 3, alcangou-se mais de 80% de proteina soluvel apds 6 horas de
processo. Em baixos valores de pH, os ions de hidrogénio interagem com a fibra de
coldgeno modificando a polaridade superficial (BOKI & KAWASAKI, 1994) e,
provavelmente, viabilizando o acesso da dgua a estrutura da fibra, o que aumentou sua
solubilidade. Em valores de pH igual a 5 observaram-se os menores teores de proteina
soluvel, dada a proximidade do ponto isoelétrico (pI). Nos valores de pH igual a 7 e 10
notou-se um leve aumento na solubilidade com o tempo de processo e também com o
aumento de temperatura do tratamento térmico.

A solubilidade da fibra de coldgeno foi estudada por Wolf et al. (2009), que

encontrou uma variagao de 28,9 a 52,5 % (m/m) de proteina solivel, em uma faixa de pH
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entre 2 e 12, sendo que a menor solubilidade foi encontrada em pH 8. Valores semelhantes
foram encontrados, principalmente nos tratamento a 60 e 80°C, sendo que em pH acido a
80 °C com somente 1 hora de processo ja foi alcangado o valor méximo obtido por Wolf et
al. (2009).

Santana et al. (2011) verificaram que, com o aumento da temperatura de hidrélise
da fibra de coldgeno de 50 para 80°C, a solubilidade protéica passou de 15 % para 33%
(m/m) em relacdo a proteina total, quando dispersada em pH préximo de 9. Resultados
semelhantes também foram obtidos neste trabalho, ou seja, com o aumento da temperatura
ocorreu um aumento do teor de proteina solivel, sendo que a maior alteracdo ocorreu em
condig¢des de hidrdlise dcida. Neste caso, o teor de proteina solivel passou de 23 para 82%
com o aumento da temperatura de 50 para 80°C.

Para melhor avaliagdo da cinética de hidrdlise em diferentes condicdes de
temperatura e pH, as curvas de Ty (teor de proteina solivel) em func¢do do tempo foram
ajustadas a uma equacdo cinética de 1* ordem (Equacgdo 1), onde foi possivel obter a taxa
de reacdo (k) e o teor de proteina soluvel no equilibrio do processo ([Tpsleq). Os valores
destes pardmetros, bem como os seus respectivos coeficientes de determinacio (R?) estio
apresentados na Tabela 4. O ajuste pelo modelo de cinética de 1* ordem mostrou-se
adequado para representar a velocidade do processo de hidrélise, visto que os coeficientes

. ~ 2 2o .
de determinacao (R”) apresentaram valores proximos ou acima de 0,9.
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Tabela 4: Taxa de hidrdlise (k) e teor de proteina soluvel no equilibrio ([Ty]eq) obtido a

partir do modelo de cinética de 1* ordem e respectivo coeficiente de determinacio (R?)

50 °C 60 °C 80 °C

[Tpsleq (%) k(s R® | [Tpsleq(%) k() R* [[Tpsleq(%) k(s') R’

pH3 22,141 1,728 0,985 29,916 2,309 0912 | 70,897 50,769 0,949
pHS 14,637 0,164 0,944 10,259 0,431 0,931 14,943 0,477 0,942
pH7 11,601 0,724 0,987 13,627 0,783 0,918 | 40,616 0,434 0,953

pH 10 11,821 0,884 0,975 14,079 0,482 0,974 | 28,184 0,394 0,964

Nos valores de pH abaixo ou préximo do pl (3 e 5) as taxas de reacdo (k),
aumentaram com o aumento da temperatura, indicando que o tratamento térmico
potencializou a solubilidade protéica. J4 em pH neutro (7) e alcalino (10) notou-se uma
tendéncia contrdria sendo que o valor de k foi maior em temperaturas mais baixas. No
tratamento mais drastico (pH 3 e 80 °C) notou-se um elevado valor para k (50,769 s™),
corroborado pelo teor de proteina solivel obtido com 1 hora de processo (mais de 50% de
proteina soldvel), indicando que a combinac¢do de 4cido e elevadas temperaturas levam a
uma rapida desnaturacdo da estrutura do coldgeno e consequente aumento da solubilidade.
Resultados semelhantes foram encontrados por Santana et al. (2011) que notou um

aumento da solubilidade protéica da fibra de coldgeno quando tratada a pH inferior a 4,5.
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4.2.2 CARGA ELETRICA SUPERFICIAL

A Figura 7 mostra as curvas de titulacdo do potencial zeta, variando o pH de 3 a 11
para os hidrolisados produzidos a 50, 60 e 80°C, e valores de pH igual a 3, 5, 7 e 10, ap6s
6 horas de processo. Em pH dcido, todos os hidrolisados mostraram elevada carga positiva,
entre +15 e +35 mV. J4 em pH alcalino, estes se apresentaram carregados negativamente,

entretanto com menor magnitude, variando entre -5 e -15 mV.
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Figura 7: Variacdo do potencial zeta em fung¢do do pH dos hidrolisados obtidos em
diferentes valores de pH: 3 (®), 5 (®), 7 (4) e 10 (x) e temperaturas de A) 50°C, B) 60 °C e

C) 80 °C, apo6s 6 horas de processo
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Pelos valores mostrados na Tabela 5, foi possivel verificar que o valor do pl
decresceu a medida que os hidrolisados foram produzidos em condi¢des de menor acidez e
também com aumento da intensidade do tratamento térmico. O tratamento dcido mantem
os residuos de amida intactos, o que leva a um ponto isoelétrico (pl) mais bdsico. Ja
quando tratados com base ou elevada temperatura, estes residuos sdo hidrolisados
liberando alta densidade de grupos carboxilicos, que reduzem o pl deixando-o mais acido
(ZHANG et al., 2009). No tratamento alcalino, os grupos amida dos residuos de glutamina
e asparagina sdo convertidos em dcido glutamico e 4cido aspdrtico, que permite um
conteddo de 25% a mais de acido carboxilico (WARDS & COURTS, 1977).

No processo a temperaturas mais elevadas, o coldgeno provavelmente apresentou
uma maior quantidade de moléculas desdobradas, ou seja, com regides hidrofébicas
expostas (ALVES & FERREIRA, 2002). A maior exposi¢dao destes grupos ocasiona um
aumento dos grupos carregados positivamente, o que leva a um deslocamento do pl para

regides mais dcidas.

Tabela 5: Valores do pl dos hidrolisados obtidos a 50, 60 e 80°C, nos diferentes valores de

pH (3, 5, 7 e 10), ap6s 6 horas de processo.

50°C 60°C 80°C
pH 3 7,18 7,30 5,88
pH 5 7,09 7,26 5,16
pH 7 5,87 5,24 4,62
pH 10 533 5,67 4,81
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Notou-se também que hd uma regido onde o potencial zeta é muito préximo de
zero, sendo que se estende do pH 5 até quase 10, o que pode justificar a baixa solubilidade
dos hidrolisados obtidos nestas faixa de pH. Quando a proteina num sistema aquoso
apresenta carga liquida nula, as interacdes proteina-proteina aumentam, pois as forcas
eletrostiticas moleculares sdo minimas. Assim, menos dgua interage com as moléculas de
proteina, sendo esta condi¢do favordvel para que as moléculas de proteina se aproximem,
agreguem e precipitem. Ou seja, quanto mais proximo for o pH do ponto isoelétrico (pI) de

uma solugdo protéica, mais baixa serd a solubilidade da mesma.

4.2.3 TEMPERATURA DE DESNATURACAO

Os termogramas dos hidrolisados, obtidos através de calorimetria diferencial
exploratéria de varredura, estdo apresentados nas Figuras 8, 9 e 10 sendo os picos
endotérmicos associados ao processo de desnaturagdo das proteinas de coldgeno. As
andlises mostraram que, o coldgeno dos hidrolisados obtidos a temperatura proxima ou
acima da temperatura de desnaturagdo (60 e 80°C), j4 estava desnaturado apos uma hora de
processo, pois nao foi identificado nenhum pico endotérmico nos termogramas.

J4 nos hidrolisados produzidos a 50°C, ou seja, abaixo da temperatura de
desnaturacdo do coldgeno, foi observada a temperatura inicial (Toner) € de pico de
desnaturacdo (Tg), apds uma hora de hidrélise, como pode ser observado na Tabela 6. Este
fato indica que a estrutura do coldgeno ainda ndo estava completamente desnaturada com
este tempo de processo (1h). No entanto, os hidrolisados obtidos nesta mesma temperatura
e em maiores tempos de reacdo ndo apresentaram pico endotérmico, indicando a influ€ncia

do bindmio tempo e temperatura no processo de desnaturacdo do coldgeno. Acredita-se
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que o desdobramento da molécula de coldgeno ocorra em duas etapas. A primeira consiste
na quebra das ligacdes de hidrogénio entre as 3 cadeias polipeptidicas, enquanto que a
segunda etapa envolve o rompimento das liga¢des intramoleculares da cadeia o (ROCHID
et al., 1999). Durante a desnaturagdo, o coldgeno passa por transformacdes, ocorrendo um
desalinhamento das fibras de coldgeno, o colapso da tripla hélice em subunidades
polipeptidicas, o rompimento de muitas ligacdes ndo covalentes, algumas ligacdes
covalentes inter e intramoleculares (ligagdes cruzadas) e poucas ligacdes peptidicas,
resultando na conversdo da estrutura helicoidal do coldgeno em uma forma mais amorfa
(ALVES & FERREIRA, 2002). Neste caso, o trimero (o, o, ) € desintegrado em
dimeros ou em cadeias individuas (LIU et al., 2004), e até em fracdes de menor massa

molar, mais soluveis e com maior capacidade de retencdo de d4gua (ALVES & FERREIRA,

2002).
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Figura 8: Termogramas dos hidrolisados de coldgeno obtidos a 50°C e nos valores de pH

igual a 3,5, 10 e 7, ap6s 1 hora de processo
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Figura 9: Termogramas dos hidrolisados de coldgeno obtidos a 60°C e nos valores de pH

igual a 3,5, 10 e 7, ap6s 1 hora de processo
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Figura 10: Termogramas dos hidrolisados de coldgeno obtidos a 80°C e nos valores de pH

igual a 3,5, 10 e 7, ap6s 1 hora de processo
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No primeiro tempo de hidrdlise, tanto em pH 4cido quanto alcalino, notou-se
valores de entalpia mais baixos, indicando que nestes tratamentos ocorreu uma maior
desnaturacdo da estrutura do coldgeno. Porém em pH igual a 3, houve um redu¢do maior
que em pH 10, o que mostra que tratamentos em condi¢des de acidez causam maior
abertura da tripla hélice do coldgeno e, consequentemente, a uma estrutura mais
desordenada. Finch et al. (1972) sugeriu que as ligagdes de hidrogénio sdo importantes na
estabilizacdo da tripla hélice do coldgeno. A quebra destas ligacdes (processo endotérmico)
reduz a temperatura de desnaturacdo e a entalpia (ROCHID et al., 1999). O DSC mede a
energia diferencial requerida para manter tanto a amostra quanto os materiais de referéncia
a mesma temperatura. Assim, quando ocorre uma transi¢do endotérmica, a energia
absorvida pela amostra € compensada por um aumento de energia adquirida pela mesma, a
fim de manter uma diferenca de temperatura nula. Como essa entrada de energia tem um
valor equivalente a energia absorvida na transicdo, a medida calorimétrica da energia de
transicdo € obtida desta energia de equilibrio (SILVA & SILVA, 2003). Assim, pela
andlise dos termogramas pode-se concluir que nos tratamentos a 50°C/1 hora ainda ha
ligacdes de hidrogénio a serem quebradas. Com o passar do tempo estas ligacdes sdo
quebradas nao sendo observado pico endotérmico, ou seja, a tripla hélice do coldgeno ja foi
desnaturada. Situacdo semelhante ocorre quando a temperatura € aumentada para 60 ou
80°C, mesmo somente com 1 hora de processo.

Ao se comparar os valores de entalpia dos tratamentos a 50°C/1 hora com o da
matéria-prima, notou-se uma reducdo neste valor, mesmo em valores de pH préximos ao

natural na matéria-prima (5 e 7). O maior pico indica a presenga da tripla hélice do
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colageno (ZHANG et al., 2009) e a reducdo deste mostra que a proteina se desnaturou

parcialmente durante o processo a temperatura inferior a de desnaturacio.

Tabela 6: Valores de Tonset € Ty para os hidrolisados obtidos a 50°C, nos diferentes valores

de pH (3, 5, 7 e 10), apés uma hora de hidrdlise

pH Tonset (°C) Ta (°C) AH (J/g)
3 65,16 +0,81° 65,71 + 1,63" 0,028 + 0,023"
5 63,19 + 1,57 64,40 + 0,96 0,575 +0,28"
7 62,02 + 1,04 66,47 + 1,61° 0,576 + 0,28"
10 63,59 + 1,58" 67,62 + 1,04 0,172 £ 0,31*

*Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05)

4.2.4 DISTRIBUICAO DE MASSA MOLECULAR

Os resultados de eletroferese em gel de poliacrilamida permitiram determinar a
influéncia das condi¢des do processo na distribuicdo de massa molecular dos hidrolisados
de coldgeno. Na Figura 11 é possivel observar o perfil eletroforético de todos os
hidrolisados obtidos, nas diferentes temperaturas (50, 60 e 80°C) e valores de pH de 3, 5, 7

e 10. Estao apresentados, da esquerda para a direita, o marcador e os tempos de 1, 2, 3,4, 5

e 6 horas de hidrélise, respectivamente.
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Figura 11: Distribui¢do de massa molecular dos hidrolisados de coldgeno obtidos a 50, 60
e 80°C, nos diferentes valores de pH (3, 5, 7 e 10) em todos os tempos de hidrélise (1, 2, 3,

4,5 e 6 horas, respectivamente)
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Todos os hidrolisados, com excecdo do obtido em condi¢do mais dréstica (pH 3 e
80°C), apresentaram duas bandas a (a; e ay), situadas entre 115 e 82 kDa. Além disso,
observou-se a presenca de uma banda em torno de 180 kDa, que pode ser identificada
como a banda B, que caracteriza a presenca das 3 cadeias que formam a tripla hélice. Em
quase todos os hidrolisados foi possivel observar a presenga de moléculas de elevada
massa molar (> 180 kDa), denominadas componentes y (ZHANG et al., 2009). Existe
também a evidéncia de bandas de baixa massa molecular em menor intensidade e de
moléculas de agregados de elevada massa molecular no gel de empacotamento, que
provavelmente foram formados por ligacdes covalentes entre os dimeros de coldgeno

(TOSH, 2003).

Em todos os tratamentos notou-se que, com o tempo de hidrélise, as bandas o, e o,
ficaram menos evidentes e houve um maior arraste de moléculas de menor massa
molecular, indicando a influéncia do tempo no processo de hidrélise. Os tratamentos a
50°C apresentaram grande evidéncia da presenca das trés bandas, indicando o baixo grau
de desnaturacdo da molécula do coldgeno. Além disso, também notou-se um menor arraste
de moléculas de baixa massa molecular, o que pode ser justificado por serem tratamentos

abaixo da temperatura de desnaturagdo do colageno.

Ao se comparar os hidrolisados a temperatura de 60°C nos diferentes valores de pH
(3, 5, 7 e 10), notou-se que o tratamento em pH abaixo do pl possibilitou a formacdo de
moléculas com menores massas moleculares que os outros tratamentos, e que ao longo do
tempo a presenca das bandas f3, a; e 0, se tornaram imperceptiveis, indicando a quebra das
cadeias que formavam a tripla hélice. No tratamento a pH 3 e 80°C também ndo foi

possivel notar a presenca da banda 3, sendo que no primeiro tempo notou-se a presenga de
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moléculas de baixa massa molecular (proximo de 49 kDa). J4 nos outros tempos ndo foi
possivel identificar a presenga de nenhuma banda, indicando que o produto hidrolisado
alcangou massa molecular menor que 37 kDa. Resultados semelhantes sdo encontrados na
distribuicao de massa molecular de gelatinas do tipo A que passam por um pré-tratamento
acido, possuindo uma distribui¢do mais homogénea e maior quantidade de polipeptidios de
baixa massa molecular (WARDS & COURTS, 1977). Ja nos outros valores de pH (5, 7 e
10) e a 80 °C notou-se a presenca das 3 bandas que caracterizam a estrutura do coldgeno

(B, a; e ap) e o arraste de moléculas de menor massa molecular.

Nas andlises de DSC notou-se a presenga das 3 cadeias entrelagadas (estrutura
tercidria) somente nos termogramas dos tratamentos a 50°C/1 hora, sendo que em todos os
outros tratamentos esta estrutura ndo estava mais presente. Entretanto, ao se observar as
andlises eletroforéticas notou-se a presenca dessas cadeias (B, o) € o) em quase todos os
tratamentos, porém nao mais ligadas entre si formando a tripla hélice, ou seja, ocorreu a

desnaturagdo da estrutura tercidria porém ainda nio houve a quebra das cadeias.

4.3 PROPRIEDADE GELIFICANTE

Todos os produtos obtidos nos diferentes processos de hidrdlise foram submetidos
a avaliacdo de suas propriedades mecanicas e capacidade de retencdo de dgua, com o
objetivo de avaliar a propriedade gelificante dos hidrolisados e qual a influéncia dos

parametros de processo nesta caracteristica.

Na Figura 12 estdo apresentados os géis formados em todos os tempos de hidrdlise

de todos os tratamentos. A cor dos géis tornou-se mais amarelada para os hidrolisados
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produzidos a temperaturas mais elevadas. O coldgeno tipo I (presentes em peles e tenddes)
¢ uma glicoproteina com um conteido de carboidrato menor que 1% (PIEZ, 1985). Este
actcar pode, com o0 aumento da temperatura, induzir a reagdo de Maillard (escurecimento

ndo-enzimatico) que envolve grupos carbonila e compostos que possuem grupos amino
livres como as proteinas, justificando assim a mudangca das amostras tratadas a
temperaturas mais altas. Todos os hidrolisados levaram a formacdo de géis auto-
sustentdveis, sendo que quase todos eram bifdsicos, apresentando um fase superior mais
translicida e uma inferior mais opaca, que correspondem a fracdo soldivel e insoldvel,
respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos por Maximo e Cunha (2010), pois
os géis formados pela fracdo solivel de fibra e p6 de coldgeno apresentaram aparéncia

transparente.

Além disso, no tratamento mais dréstico, pH dacido (3) e elevada temperatura
(80°C), também notou-se que os géis se tornaram mais translicidos, aspecto caracteristico
da fracdo soldvel da proteina. Mdximo e Cunha (2010) observaram que os géis formados
pela fracdo insoldvel de fibra de coldgeno se mostraram opacos, enquanto que os formados

pela fracdo soltivel foram mais transparentes.
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Figura 12: Géis de hidrolisados de colageno obtidos nos diferentes tratamentos, nos valores de pH de 3, 5, 7 e 10 e temperaturas

de 50, 60 e 80°C, ao longo do tempo de 6 horas
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4.3.1 PROPRIEDADES MECANICAS

Através da avaliacdo da tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura e médulo de
elasticidade pode-se entender o efeito dos parametros de processo (pH, temperatura e
tempo) nas propriedades dos géis, podendo relacionar estas caracteristicas as alteragdes na
estrutura da rede da proteina. A tens@o na ruptura foi utilizada como indicador de dureza, a
deformacdo na ruptura de fragilidade ou deformabilidade e o mddulo de elasticidade como
resisténcia ou firmeza (KOHYAMA & NISHINARI, 1993) dos géis formados a partir dos
hidrolisados de coldgeno. Na Figura 13 estdao apresentadas as tensdes de ruptura dos géis
de hidrolisados de coldgeno dos tratamentos a 50, 60 e 80°C, nos diferentes valores de pH

(3, 5,7 e 10) em todos os tempos do processo de hidrélise (1 a 6 horas).
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60
A) Tensdo na ruptura (kPa)
50
pH 3 pHS pH7 pH 10
40 th | 20,70% | 8,705 | 3,25 | 0,52P
- 2h | 26,35 [ 9,545 | 548> | 0,96
9&- 3h | 3126% | 11,06% | 842° 1,46
=30 4h | 26,85 | 11,96% | 1095% | 1,63%
= 5h | 27,96%° | 12,375 | 10,298 | 1,74
©20 6h | 29,23%% | 13,675 | 10,18% | 1,72
10
0
1h Zh 3h 4h 5h 6h
B) 60
Tensdo na ruptura (kPa)
50
pH 3 pH 5 pH 7 pH 10
th | 37,97% | 9,635 12,025 | 5,03%
2h | 52,49% | 10,418 | 13,61<° | 6,98°®
3h | 59,834 | 12,61 | 17,31 | 6,66"®
4h | 49,73 | 12,948 | 17,17% | 7,26
5h | 54,37%% | 14,055 | 19,77 | 7,64°
6h | 49,61¢ | 14.85% | 19.92% | 7,64
60 |
C) Tensdo na ruptura (kPa)
50
pH 3 pH 5 pH 7 pH 10
0 1h | 44,008 | 23,47 | 4,50 13,017
2h | 1535%° | 25,918 | 12,472 | 14,844
3h | 10,714% | 28,378 | 17,44 | 11,24
4h | 8,528 | 29,955 | 21,97 | 14,65
5h | 5,66™¢ 37,0489 | 24,02°° | 24,34
6h | 2,68 34,2884 | 2372 | 23,25

)
=30 -
a%
20 |
10 +
1h 2h 3h 4h 5h 6h

Figura 13: Tensdo na ruptura dos géis formados a partir dos hidrolisados de colageno

obtidos a A) 50°C, B) 60°C e C) 80°C, nos diferentes valores de pH (3 &5 ®m 7 me 10 ®)

ao longo de 6 horas de processo

* Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05). Letras mindsculas comparam
amostras nos diferentes tempos de um mesmo pH. Letras maidsculas comparam amostra dos diferentes

valores de pH num mesmo tempo.
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Em pH abaixo do pl (pH 3) e temperatura préxima e abaixo da T4 (50 e 60°C),
observou-se os maiores valores da tensdo de ruptura, sendo que esta variou entre 20 e 60
kPa. Nestes tratamentos houve um aumento da dureza do gel nas 3 primeiras horas de
hidrdlise, alcancando o valor maximo (30 e 60 kPa para 50 e 60°C, respectivamente) e
depois uma leve queda até o final do processo. Pode se observar que no tratamento a 60°C
o valor de tensdao foi maior do que a 50°C, indicando que temperaturas mais elevadas
causam maior influéncia na hidrélise do coldgeno. J4 em temperatura acima da T4 (80°C),
a tensdo apresentou maior valor na primeira hora de hidrélise, aproximadamente 44 kPa, e
teve uma queda brusca a partir de 2 horas de processo (15 kPa), chegando a um valor
menor que 3 kPa no final do processo. Quando as moléculas de coldgeno sdo
extensivamente aquecidas a valores baixos de pH, as pontes que estabilizam a tripla hélice
se quebram e as moléculas de coldgeno adotam uma conformacdo desordenada (WARDS
& COURTS, 1977). O teor de proteina soldvel alcangou cerca de 70% (m/m) da proteina
total em 2 horas de processo e isto pode ter resultado na forte queda da tensdo de ruptura,
indicando que esta modificacdo estrutural do coldgeno leva a formagdao de géis mais
frageis. Maximo e Cunha (2010) observaram que géis formados com a fragcdo solivel da

fibra e p6 de coldgeno apresentaram baixa resisténcia a ruptura.

J4a em pH proximo ao pl (5), os hidrolisados produzidos nas temperaturas mais
baixas (50 e 60°C) apresentaram baixos valores de tensdo de ruptura, entre 8 e 14 kPa,
indicando que neste valor de pH a rede de gel era mais particulada e fragil que dos
hidrolisados obtidos em pH 3. Foi possivel notar que nesta faixa de pH o potencial zeta
estava muito proximo de zero, condicdo que leva a agregacdo e precipitacdo das proteinas,

impedindo a interacdo com a dgua e diminuindo a solubilidade das proteinas (abaixo de
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10% (m/m)), o que desfavorece a formacao da rede de gel. Entretanto, no tratamento a
80°C, notou-se um leve aumento com o passar do tempo, mostrando a influéncia da
temperatura e tempo de processo na hidrélise do coldgeno. De fato, nessa condi¢do de
processo o valor de potencial zeta aumentou, mostrando que a abertura da cadeia de

coldgeno favoreceu sua interacdo com a dgua.

Os hidrolisados tratados em pH 7 ou 10 apresentaram comportamento semelhante
ao pH 5, porém em pH 10 os valores de tensdo de ruptura obtidos foram mais baixos,
sendo que a 50°C as amostras alcancaram valor méximo de 1,7 kPa e a 60°C de
aproximadamente 7 kPa. Estes resultados indicam que em pH elevado a estrutura do
coldgeno foi pouco alterada, ndo possibilitando a formacdo de uma rede de gel forte.
Porém a 80°C e pH 10 a tensdo de ruptura apresentou um leve aumento com o tempo de

hidrdlise, indicando novamente a influéncia do bindmio tempo e temperatura.

Notou-se que o teor de proteina soluvel teve influéncia nas propriedades mecanicas
dos géis formados a partir dos hidrolisados. Até uma faixa de 10% (m/m) de proteina
soluvel os géis apresentaram valores de tensdo de ruptura proximos ou abaixo de 10 kPa,
sendo que ao se alcancar maiores teores de proteina solivel a for¢a necesséria para a
ruptura dos géis também aumentou, alcancando valores proximos de 30 kPa quando a
proteina solivel chegou a teores acima de 30% (m/m). A excecdo ocorreu em pH acido e
temperatura acima da temperatura de desnatura¢do (80°C) do colageno, sendo possivel
observar mdxima tensdo de ruptura no primeiro tempo de hidrélise, com teor de proteina
soluvel préximo a 56% (m/m). Com o aumento do teor de proteina solivel houve uma
queda nos valores de tensdo de ruptura, chegando a menos de 3 kPa, quando se alcangou

82% (m/m). Além disso, através da andlise de eletroforese pode-se notar que neste

66



tratamento o hidrolisado alcan¢ou massa molecular menor que 37 kDa, o que também pode
justificar a fragilidade do gel formado, ja que a rigidez do gel é diretamente proporcional a

massa molecular (BURGHAGEN, 1999).

Logo, conclui-se que um aumento no teor de proteina solivel e consequente
aumento da solubilidade, devido a maior fracdo de moléculas com menor massa molecular,
tende a formar géis mais resistentes a ruptura, porém se este valor ultrapassa um
determinado ponto (cerca de 60% (m/m)) ocorre uma desestruturacdo da rede de gel e
consequente queda no valor da tensdo de ruptura. Em geral, o aumento da temperatura de
processo favoreceu o aumento da fracdo solivel e, consequentemente, melhorou as

propriedades mecanicas, levando a formacao de um gel mais rigido.

Os valores de deformacdo na ruptura dos géis de hidrolisados de coldgeno tratados
a 50, 60 e 80°C, nos diferentes valores de pH (3, 5, 7 e 10) em todos os tempos do

processo (1 a 6 horas) podem ser observados na Figura 14.
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Deformagdo na ruptura

pH3 pHS pH7 pH 10
th | 0,90 0,66°° | 0,49% | 0,23
2h | 0,95 0,655 10,60 | 0,30™
3h | 1,00%% | 0,675 | 0,665 | 0,35
4h | 1,04 0,685 | 0,685 0,40
5h | 1,02"° 0,695° | 0,685 0,41¢¢
6h | 1,127 0,695 | 0,685 0,41¢¢
Deformagao na ruptura
pH 3 pHS pH7 pH 10
1h | 1,24 0,77 0,91 0,52
2h | 1,40"° 0,765 | 0,87 | 0,53
3h | 1,44"° 0,80% | 0,69 | 0,61
4h | 1,37 0,86%° | 0,84 | 0,57%
5h | 1,38"° 0,79% | 0,835 | 0,57%
6h | 1,32 0,795 | 0,75® | 0,57
Deformag@o na ruptura
pH3 pHS pH7 pH 10
1h | 1,147 0,85° 0,80% 0,55%
2h | 0,90"° 0,874%® | 0,854 | 0,735
3h | 0,917° 0,90 | 0,844 | 0,89"¢
4h | 1,04%° | 0,915 | 0,96*° | 0,98%
5h | 1,014 | 0,994¢ 1,06™¢ 1,020
6h | 0,91"° 0,96¢ 1,135 1,075

Figura 14: Deformacao na ruptura dos géis formados a partir dos hidrolisados de colageno

obtidos a A) 50°C, B) 60°C e C) 80°C, nos diferentes valoresde pH (3® ,58 7 ® ¢ [0 m)

ao longo de 6 horas de processo

* Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05). Letras mintisculas comparam amostras nos

diferentes tempos de um mesmo pH. Letras maitdsculas comparam amostra dos diferentes valores de pH num

mesmo tempo.
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Os valores de deformacdo na ruptura dos géis de hidrolisados obtidos em pH 5 e 7
foram similares, apresentando um leve aumento com o aumento da temperatura e tempo de
hidrélise, alcancando valores entre 60 e 100%. J4 os hidrolisados obtidos em pH 3
apresentaram os maiores valores de deformacgdo na ruptura, sendo que o tratamento a 80°C
apresentou um leve queda com o passar do tempo de hidrélise. Os tratamentos em pH
acido, quando comparados aos outros tratamentos na mesma temperatura, levaram a maior
teor de proteina solivel e deformabilidade, resultado que foi semelhante aos obtidos por

Maximo e Cunha (2010).

A 80°C os hidrolisados obtidos em pH 5 e 7 tenderam a apresentar comportamento
semelhante ao tratado em pH 3, com valores de deformacdo na ruptura préximos a 100%.
No entanto, o hidrolisado nesta temperatura e pH 10 apresentou valor mais baixo (55%),
na primeira hora de hidrélise e aumentou com o passar do tempo. Assim, no final do
processo todos os tratamentos apresentaram valores de deformagdo na ruptura préximos a
100%. A baixa deformabilidade em tratamentos em pH alcalino, pode ser justificado pela

presenca de fibras encurtadas, que podem prejudicar as propriedades mecanicas.

Valores de pH abaixo do pl (3) propiciaram a formacao dos géis mais deformdveis.
Nos outros valores de pH foi necessdria a aplicacdo de maior temperatura para a producao
de géis com alta deformabilidade, sendo que em pH igual a 10 também foi preciso um

maior tempo de hidrdlise.

O comportamento dos moédulos de elasticidade da maior parte dos géis de
hidrolisados de coldgeno (Figura 15) foi semelhante ao da tensdo na ruptura na mesma
condi¢cdo de processo. Entre estes pode-se citar o tratamento a 80°C e pH 3 que, como a

tensdao de ruptura, apresentou valor elevado no primeiro tempo de hidrélise (11,95 kPa) e
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teve uma queda brusca a partir de 2 horas de hidrodlise, alcancando valores menores de 2
kPa ao final do processo. Além deste, os tratamentos com valor de pH igual a 5 e
temperatura de 50 e 60°C, também apresentaram comportamento semelhante a tensdo de
ruptura, com um leve aumento com o passar do tempo, com valores variando entre 4 e 7

kPa.

Ja os valores apresentados ao longo do tempo nos tratamentos em pH 3 a 50 e
60°C, ndo apresentaram diferenca significativa, ficando em torno de 10 kPa. Os
tratamentos em pH 10 também ndo apresentaram variacdo nos valores de moédulos de
elasticidade, sendo que os resultados chegaram no méximo a 8 kPa (a 80°C). O tratamento
a 80°C e pH 5 ou 10, teve um leve aumento até 3 horas de hidrélise, sendo que apds este

tempo apresentou uma queda.

O tratamento a 60°C e pH igual a 7, mostra um aumento nos valores de médulo de
elasticidade, assim como os resultados obtidos pela tensdo de ruptura, o que ndo ocorreu

nos outros tratamentos.
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pH 3 pH 5 pH7 | pH10
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_ 2h | 10,61 | 5,56%" | 6,775 | 2,55
F 8 3h | 10,44% | 5,588% | 12,74 | 3,06
- 6 4 4h | 11,02% | 5,50% | 11,174 | 2,39P®
S5ho| 11,1148 | 5,728 | 11,45% | 2,48%®
4 6h | 11,69™ | 6,98%" | 13,10 | 3,19°
0
1h 2h 3h 4h 5h 6h
) 14 . g
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pH 3 pHS5 pH7 pH 10
10 1h | 11,97% | 8,51% 6,66 | 4,344
2h | 4,454 11,025 | 6,56 | 5,70%
g 8 3h | 3,517° 13,4880 | 54778 | g 66ABP
=) 4h | 2,977 8,615 | 587% | 6,65
) 5h | 2,50"° 8,635%® | 8275 | 8,118
6h | 1,82%° 8,208 | 7,638 | 8208
2h 3h 1h sh 6l

1h

Figura 15: Mdédulos de elasticidade dos géis formados a partir dos hidrolisados de colageno

obtidos a A) 50°C, B) 60°C e C) 80°C, nos diferentes valoresde pH (38,58 78 ¢ [(®)

ao longo de 6 horas de processo

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05). Letras mindsculas comparam amostras
nos diferentes tempos de um mesmo pH. Letras maitisculas comparam amostra dos diferentes valores de pH

num mesmo tempo.
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4.3.2 CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) € uma propriedade relacionada a estrutura
da rede dos géis, sendo uma caracteristica que influencia na aceita¢do dos produtos pelos
consumidores. Sendo assim, os resultados de capacidade de retencdo de dgua dos géis
produzidos a partir dos produtos obtidos da hidrélise do coldgeno foram avaliados e estdo

apresentados na Figura 16.

Em comparacio com outras proteinas funcionais usualmente utilizadas na industria
de alimentos, o coldgeno possui maior capacidade de retencdo de dgua que o plasma e o
caseinato, sendo uma solugdo vidvel para a producdo de alimentos com baixo teor de
gordura, como derivados de carne bovina (OLIVO & SHIMOKOMAKI, 2002). O
coldgeno possui a propriedade de absorver e reter grandes quantidades de dgua, devido a

presenca de grupos polares reativos na molécula, os quais possibilitam a interacdo com

moléculas de dgua (HOINACKI, 1989).
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Figura 16: Capacidade de Retencdo de Agua dos tratamentos nos valores de pH igual

A)3,B)5,C)7eD) 10, nas temperaturas de 50 (), 60 (®) e 80°C (®), ao longo de 6 horas

*Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05). Letras mintsculas comparam amostras nos
diferentes tempos de uma mesma temperatura. Letras maidsculas comparam amostras das diferentes
temperaturas num mesmo tempo
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Em baixos valores de pH, verificou-se que nem a temperatura, nem o tempo
tiveram efeito sobre os valores de CRA, sendo estes iguais a 100%. Notou-se que 0s
hidrolisados tratados a pH 7 e 10 a 50°C apresentaram valores de CRA abaixo de 90%, o
que pode ser justificado pela fragil rede formada nestes géis e confirmado pelos baixos
valores de tensdo de ruptura. Porém, ao se comparar os tratamentos a 60 e 80°C, notou-se
que com o tempo de processo a CRA alcancou valores acima de 90%, ndo apresentando

mais diferenca significativa.

O tratamento em valores de pH préximos ao ponto isoelétrico, leva a formacdo de
agregados turvos e sujeitos a sinerese devido as forgas atrativas intensas entre as moléculas
protéicas. Como foi possivel observar na andlise da carga elétrica superficial dos
hidrolisados, existe uma faixa de pH (entre 5 e 10) em que a carga é préxima de zero, o
que pode justificar os valores mais baixo de CRA nestes valores de pH. Entretanto, com o
aumento da temperatura ocorre uma desnaturacdo da proteina, expondo grupamentos
reativos que durante o resfriamento formam, principalmente, pontes de hidrogénio
intensificando a retencdo de &4gua pela matriz (BRANDENBERG et al.,, 1992). Os
hidrolisados produzidos em pH alcalino e temperatura abaixo do que a de desnaturacio
apresentaram baixa deformabilidade o que pode ter prejudicado a capacidade de retengao

de 4gua.
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4.4 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES

A 50°C tonou-se poucas alteragdes na estrutura do coldgeno, j4 a 80°C os
hidrolisados apresentaram alta solubilidade e, consequentemente, grande afinidade pela
dgua, o que provavelmente reduz a capacidade emulsificantes. Logo, os hidrolisados
produzidos a 60°C foram escolhidos para o estudo das propriedades emulsificantes do

colageno.

As propriedades emulsificantes dos produtos obtidos nos diferentes processos de
hidrdlise a 60°C foi avaliado em emulsdes O/A compostas de 10% (m/m) de 6leo de soja e
0,5% (m/m) de coldageno. Primeiramente, o pH de cada emulsdo foi medido e estes valores
sdo apresentados na Tabela 7. Observou-se que os valores de pH das emulsdes estavam

proximos do pH do tratamento de hidrolise.

Tabela 7: Valor de pH das emulsées O/A (10% (m/m) de 6leo e 0,5% (m/m) de

coldgeno)
pH da hidrdlise pH da emulsao
3 3,71
5 5,63
7 7,26
10 10,29
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4.4.1 ESTABILIDADE A CREMEACAO

Na Figura 17 estao apresentados os valores do indice de cremeacdo das emulsdes.
Todas as emulsdes, exceto as preparadas com os produtos obtidos apds 6 horas de hidrélise
em pH 3, apresentaram instabilidade cinética com a formac¢ao de uma fase inferior aquosa
e uma superior oleosa. Nas emulsdes preparadas em pH 5 foi possivel observar a formagao
de duas fases logo apds o processo de homogeneizagdo. As emulsdes contendo
hidrolisados preparados em pH 7 e 10 também apresentaram separacao de fases, sendo que
nas primeiras 24 horas este processo foi mais acentuado, porém um pouco mais lento que
em pH 5. As emulsdes preparadas com hidrolisados em pH 3 e 6 horas de processo nao
mostraram a formacao de 2 fases distintas, porém os outros tratamentos neste mesmo pH e
com 1 e 3 horas de processo apresentaram separacdo de fases apos 1 e 10 dias,

respectivamente, como pode ser observado na Figura 18.
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Figura 17: Efeito do pH e do tempo de hidrdlise no indice de cremeacao (IC) das emulsdes

estabilizadas por 0,5% de hidrolisado de coldgeno. Tempos de processo de (¢) 1hora, (®) 3

horas e (#) 6 horas.
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Figura 18: Emulsdes estabilizadas com coldgeno hidrolisado a 60°C e em valores de pH 3,

5,7 e 10. Armazenamento em 1 e 15 dias.
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A maior estabilidade em pH 3 deve-se ao fato de que com a hidrélise parcial do
coldgeno ocorre uma modificacdo na estrutura da proteina que propicia melhor interacdo
proteina-lipideo, promovendo uma estabilidade eletrostatica pela for¢a de repulsdo das
gotas. Essa repulsdo é determinada pela carga existente na superficie da proteina e, abaixo
do pl, estas proteinas apresentaram carga positiva. Quando esta carga é suficientemente
alta, existe uma forte repulsdo eletrostitica entre as gotas, impedindo que estas se
agreguem. Isto pode ser observado nos hidrolisados preparados que possuiam pl préximo
de 7 e carga elétrica superficial proxima de +30 mV. Na Figura 18 nota-se que em pH 3, o
aumento do tempo de hidrdlise levou a maior estabilidade da emulsdo. O hidrolisado
preparado com 1 hora de processo apresentou IC préximo de 10% apds 1 dia de
armazenamento e o preparado com 6 horas de processo ndo apresentou separacao de fases,
indicando que a maior intensidade de tratamento térmico causou uma maior interagcdo
proteina-lipideo. A capacidade emulsificante de material colagenoso extraido de peixes foi
maior em niveis de pH entre 1 e 3 e decresceu a medida que o pH aumentou (MONTERO
& BODERIAS, 1991) e se aproximou do ponto isoelétrico (pI) desta proteina, entre 6,5 e

8,5 (NEKLYUDOV, 2003).

J& para os hidrolisados preparados em pH 5 e 7, nota-se que a carga superficial é
praticamente nula, havendo assim atracdo entre as gotas (interacdes hidrofébicas,
eletrostéticas e forcas de Van der Walls). Com essa interacdo atrativa, ocorre agregacao
das particulas, podendo haver a formagao de uma rede tridimensional (CHEN et al., 1999),
que diminui a mobilidade e leva a coalescéncia, que pode ser observada nas microscopias
(Figura 19 e 20). Nota-se também que as emulsdes encontram-se mais floculadas, o que

leva a reducdo da estabilidade a cremeacdo. Além disso, neste valor de pH os hidrolisados
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apresentaram valores muitos baixos de proteina solivel, o que possibilita a

desestabilizacdo das emulsdes.
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Figura 19: Micrografias das emulsdes O/A estabilizadas com 0,5% de hidrolisado de colageno obtidos em tratamentos a 60°C e
pH 3 e 5. Aumento de 100x e barra de escala de 10um. O tempo acima das figuras representa o ocorrido no processo de

hidrolise
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Figura 20: Micrografias das emulsdes O/A estabilizadas com 0,5% de hidrolisado de coldgeno obtidos em tratamentos a 60°C e
pH 7 e 10. Aumento de 100x e barra de escala de 10um. O tempo acima das figuras representa o ocorrido no processo de

hidrolise
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Os hidrolisados preparados em pH basico apresentaram pl proximo de 5 e carga de
-5 mV em pH préoximo a 10, o que poderia levar uma certa estabilidade eletrostdtica
através da repulsdo das gotas, como ocorreu em pH 3. Entretanto, como a carga nao foi
suficientemente alta, a repulsdo eletrostitica ndo foi forte o suficiente para superar as
forcas atrativas, levando a uma instabilidade das emulsdes e formagdo de uma fase inferior.

Resultados semelhantes foram obtidos por Santana et al. (2011) em que foram
formadas emulsdes estdveis em pH 3,5 devido a elevada carga positiva. Em pH 4cido a
tripla hélice se abre e modifica a hidrofobicidade superficial da proteina, que pode ser
parcialmente responsdvel pela melhoria nas propriedades emulsificantes (SANTANA,
2011).

O pl relativamente elevado do coldgeno (entre 5 e 8) pode viabilizar a estabilidade
de emulsdes em uma faixa de pH dcida, que é o caso da maior parte das emulsdes
alimenticias. Além disso, o uso do coldgeno em valores de pH abaixo do pl também
poderia favorecer a protecdo de lipidios poliinsaturados presentes em emulsdes
alimenticias. Em pH abaixo do pl, as proteinas formam uma membrana interfacial
carregada positivamente ao redor das gotas de dleo, repelindo eletrostaticamente ions Fe* e

Fe* catalisadores da oxidacdo de lipideos presentes na fase aquosa (HU et al., 2003).

4.4.2 DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE GOTAS

A distribuicdo de tamanho e o didmetro médio de gotas sdo parametros muito
importantes para diversas propriedades das emulsdes como, por exemplo, vida de
prateleira, aparéncia, textura e aroma. Consequentemente € fundamental que se possa

controlar e medir com precisdo o tamanho das gotas em emulsdoes (MCCLEMENTS,
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2005). O comportamento da distribuicdo do tamanho de gotas das emulsdes estabilizadas
com coldgeno processado em diferentes tempos de hidrélise (1, 3 e 6 horas) pode ser
observado na Figura 21.

A partir das microscopias (Figuras 19 e 20), observa-se claramente uma
diferenciacdo estrutural nos tamanhos e distribuicao de gotas das emulsdes estabilizadas
com os hidrolisados produzidos em diferentes valores de pH. Em valores de pH igual a 3
existe a formacdo de uma emulsdo verdadeira, ou seja, a dispersdao de gotas de 6leo em
meio aquoso. Ao longo do tempo de hidrélise, notou-se que a distribuicdo de tamanho das
gotas passou de bimodal, com dois picos, para monomodal. Também foi observada uma
reducdo no didmetro médio (Ds;) e na polidispersdo, indicando que o processo de hidrélise

do coldgeno teve importante papel na estabilizacdo das emulsdes (Tabela 8).

Tabela 8: Diametro médio de gotas (um) e polidispersdo (Span) das emulsdes estabilizadas

por hidrolisados de coldgeno produzidos a 60°C, nos valores de pH igual a 3,5, 7 e 10

pH Tempo de Span D3,
hidrolise

1h 2,65 5,044
3 3h 2,19 2,1204
6h 1,644 1,524
1h 3,838 16,89"®
5 3h 4,578 10,63
6h 4,37*8 8,33
1h 451%8 7,40°¢
7 3h 5,54%C 4,425
6h 6,17°C 4,13
1h 7,13 5,95
10 3h 5,80 3,62°P
6h 7,88% 2,58P

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05). Letras mindsculas comparam amostras nos
diferentes tempos em um mesmo pH. Letras maidsculas comparam amostras em diferentes valores de pH
num mesmo tempo
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Nas emulsdes estabilizadas com hidrolisados produzidos em valores de pH
proximo ao pl, observou-se tamanhos de gotas elevados, caracterizando a floculacdo das
gotas devido a desestabilizagcdo da emulsao.

Todas as emulsdes estabilizadas por hidrolisados obtidos em valor de pH acima do
pl (7 e 10), apresentaram distribui¢do multimodal sendo que o pico de maior tamanho
reduziu ao longo do tempo de hidrdlise com consequente aumento do pico a menores
tamanhos de gotas. Apesar da redu¢cdo do tamanho das gotas, estes resultados indicam a
formacdo de gotas agregadas ou floculadas, o que foi confirmado pelas micrografias e
resultados de indice de cremeacgdo. Além disso, quando as emulsdes foram preparadas com
os produtos obtidos nestes dois valores de pH, a polidispersao foi mais acentuada, levando
a coalescéncia das gotas e desestabilizacdo das emulsdes. O aparecimento de picos com
tamanhos menores pode estar associado a proteinas ndo adsorvidas que se agregaram,

ocorrendo a floculacao por deplecao (DICKINSON, 2006).
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Figura 21: Distribuicdo de tamanho de gotas das emulsdes estabilizadas por hidrolisados

produzidos a 60°C, nos valores de pH iguais a A) 3, B) 5, C) 7 e D) 10, nos tempos de 1 (®),

3 (@) e 6 (a) horas de hidrélise

A comparagdo dos diferentes valores de pH no ultimo tempo de hidrélise (6 horas),

mostrou que em valores de pH abaixo do pl obteve-se o0 menor didmetro médio, sendo que

a maioria das gotas apresentaram D3, proximo a 1,5 um e baixa polidispersdo. Ja os outros

tratamentos apresentaram distribui¢io multimodal e elevada polidispersdao. Além disso, no
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valor de pH igual ao pl do coldgeno (5,0), também notou-se o maior didmetro de gotas,
com valores de D3, em torno de 8 um, o que reforca a hipétese da formagao de agregados.

Santana et al. (2011) também observou que em valores baixos de pH (3,5) houve a
formacdao de emulsdes verdadeiras, com goticulas dispersas em uma fase aquosa. Além
disso, as emulsdes produzidas em altos valores de pH mostraram uma rede macroscopica

devido a auséncia de repulsdo eletrostatica entre as gotas.

4.4.3 COMPORTAMENTO REOLOGICO

As curvas de escoamento em estado estaciondrio foram avaliadas sendo que, nas
emulsdes em que houve separagdo de fases, estas fases foram avaliadas separadamente. Na
Figura 22 estdo apresentadas as curvas de escoamento das emulsdes estabilizadas por
coldgeno hidrolisado a 60°C, nos valores de pH igual a 3, 5, 7 e 10, nos tempos de 1,3 e 6

horas de processo.

Em todos os casos, as fases inferiores apresentaram indice de comportamento (n)
igual a 1, sendo assim caracterizados como fluidos newtonianos. O ajuste apresentou
indice de determinacdo (R? acima de 0,98. Na Tabela 9 observa-se que os valores de
viscosidade (1) apresentaram valores entre 0,9 e 1,1 mPa.s, indicando que a fase inferior
era predominantemente composta por agua.

Emulsdes estabilizadas por hidrolisado produzido em pH 3 n3o mostraram
separacdo de fases e apresentaram comportamento pseudopldstico (n < 1), sem tensdo
residual. O modelo lei da poténcia foi ajustado aos resultados e valores de coeficiente de

determinagdo proximos de 0,99 foram obtidos. No primeiro tempo de hidrdlise (1 hora), a
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emulsdo apresentou alta pseudoplasticidade (n = 0,50) e viscosidade préxima de 11,39
mPa.s, sendo que com o passar do tempo de reacdo (6 horas de hidrélise) houve um
aumento do indice de comportamento, indicando uma maior tendéncia a0 comportamento
de fluido Newtoniano, e uma reducdo na viscosidade, caracteristico de emulsdo menos

polidispersa e com tamanhos de gotas menores.

Tabela 9: Parametros reoldgicos das emulsdes preparadas com os hidrolisados de coldgeno

obtidos a 60°C, nos diferentes valores de pH (3, 5, 7 e 10)

Tempo de Fase Inferior Fase Superior
processo n 1 (mPa.s) R® n k (mPa.s") 199 (mPa.s) R”
1h - - - 0,50  121,1** 11,39*4 0,984
3 3h - - - 0,66°* 30,21 6,317°" 0,998
6h - - - 0,92¢4 3,444 2,320% 0,997
1h 1 0,95 0,987 | 048"  362,2°° 32,23% 0,995
5 3h 1 1,01°4 0,987 | 0,62°*  81,41"8 14,07°48 0,997
6h 1 1,114 0,988 | 0,69  42,89°A8 9,868 0,996
1h 1 0,93 0,988 | 0,58  134,9%A 16,850** 0,992
7 3h 1 1,034 0,987 | 0,64** 9759 17,90*® 0,994
6h 1 0,97* 0,986 | 0,64  60,69* 10,56*® 0,988
1h 1 0,96** 0,987 | 0,67 73,67 15,65 0,988
10 3h 1 0,95 0,984 | 0,62"* 112,58 19,63 0,999
6h 1 1,044 0,987 | 0,71® 37278 9,798 0,999

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05). Letras mindsculas comparam amostras nos
diferentes tempos em um mesmo pH. Letras maidsculas comparam amostras em diferentes pH em um

mesmo tempo

Nos outros valores de pH (5, 7 e 10), a fase superior apresentou comportamento de

fluido pseudopléstico, onde n < 1 em todos os tempos de hidrdlise. Sendo assim, todos os

tratamentos foram ajustados ao modelo lei da poténcia, com coeficientes de determinagio

préximos de 0,99.
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Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram avaliar os efeitos das condi¢des
de processo (tempo, temperatura e pH) nas caracteristicas de hidrolisados de coldgeno e,
consequentemente, nas suas propriedades gelificantes (propriedades mecanicas e

capacidade de retencdo de dgua) e capacidade emulsificante.

Dentre as condicdes avaliadas, os hidrolisados produzidos apresentaram diferentes
propriedades, sendo que o tratamento a elevada temperatura e em condi¢des acidas levou a
formacdo de hidrolisados com maior teor de proteina solivel, menor massa molecular e
elevada carga superficial positiva, gerando géis com excelentes propriedades mecanicas a
curto tempo de processo, sendo recomendados para o uso em sobremesas gelificadas,
geleias e balas de goma. Por outro lado, uma brusca queda nos valores de tensdo de ruptura
ocorreu em elevados tempos de processo. A alta solubilidade e a baixa capacidade de
formacdo de gel possibilita a utilizagdo destes hidrolisados em bebidas como isotOnicos e
sucos, com apelo estético ou como enriquecedor protéico. Nas outras temperaturas (50 e
60°C), os hidrolisados produzidos em pH abaixo do pI (3) formaram géis firmes, com
aumento na tensdo de ruptura ao longo do tempo de hidrélise. Estes hidrolisados
apresentaram as bandas o e P, caracteristicas da estrutura do coldgeno e maior massa
molecular média. Nos outros valores de pH, os hidrolisados apresentaram baixo teores de
proteina soluvel, o que pode justificar as baixas propriedades mecanicas, sendo que 0s
tratamentos a 80°C apresentaram valores de tensdo de ruptura mais elevados. A utilizagao
de pH 4cido ou temperatura acima da temperatura de desnaturacao propiciou a producao de
géis de hidrolisados com alta deformabilidade, indicando que estes produtos podem ser

utilizados em filmes e cdpsulas a base de coldgeno.
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Os hidrolisados produzidos em condicdes de maior acidez apresentaram melhor
capacidade emulsificante, sendo que o aumento do teor de proteina solivel intensificou
esta propriedade. Os hidrolisados obtidos a 60°C e pH igual a 3, produziram emulsdes

estaveis, podendo ser recomentado para a utilizagao em bebidas lacteas.

De maneira geral, foi possivel a produc¢do de hidrolisados de coldgeno com
diferentes propriedades tecnoldgicas a partir de variagdes nas condi¢cdes de processo. Em
valores de pH préximo ou acima do pl foi necessaria a aplicacdo de elevadas temperaturas
para que ocorressem transformagdes na estrutura do coldgeno capazes de modificar sua
funcionalidade. J4 os tratamentos em pH acido levaram a alteracdo mais relevante das
caracteristicas dos hidrolisados, mesmo em temperaturas proximas ou abaixo da
temperatura de desnaturacdo. Neste caso, quando utilizadas altas temperaturas houve a

formacdo de um produto com alta solubilidade e baixas propriedades mecanicas.

Sendo assim conclui-se que para a producdo de hidrolisados com boa capacidade
gelificante € mais interessante trabalhar com temperaturas mais amenas e pH abaixo do pl.
No entanto, se o objetivo é obter um produto de alta solubilidade a aplicacdo de elevadas
temperaturas € necessdria. J4 para a producdo de emulsdes estdveis o mais indicado € a
utilizacdo de valores dcidos de pH. Se o objetivo é a produgdo de hidrolisados com alta
capacidade de retencdo de dgua ndo € indicado o uso de pH acima do pl sendo que, neste
caso, € necessario a utilizacdo de temperatura acima da temperatura de desnaturacado. Logo,
para a producdo de hidrolisados com diferentes caracteristicas tecnoldgicas é necessdria a

utilizacdo de diferentes condi¢gdes de processo.
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