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RESUMO - A partir do colageno sdo obtidos o colageno hidrolisado, a fibra de
colageno e a gelatina. O objetivo deste estudo foi avaliar a desnaturagdo térmica
de 18 diferentes amostras de colagenos bovinos (amostras in natura e hidrolisadas
enzimaticamente com e sem 0 emprego concomitante de ultrassom) utilizando a
técnica de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). Foi utilizada a faixa de
aquecimento de -10 °C a 100 °C e cadinhos de aluminio previamente selados.
Observaram-se diferencas significativas (p< 0,05) na temperatura de pico (T,) e
entalpia (AH) para as amostras avaliadas. T, variou de 18,90 °C a 58,13 °C e AH
de 2,7/ J.g* a 1153,00/ J.g*. Os maiores valores de T, e AH foram encontrados
para a fibra de coladgeno e gelatina in natura em decorréncia da estrutura mais
integra. As amostras submetidas ao ultrassom apresentaram menores valores de T,
e AH. A avaliacdo da desnaturacdo térmica pode auxiliar na caracterizacdo e
selecdo destes colagenos para as mais diversas aplica¢fes industriais.

1. INTRODUCAO

O colageno é a proteina dominante no tecido conjuntivo sendo encontrado sob
varias formas em tecidos de todas as espécies de organismos multicelulares, exercendo
diversas funcdes dependendo de sua localizagdo (Shimokomaki et al., 2006; Damoradan
et al., 2010).

A partir do colageno nativo podem ser obtidos: fibra de colageno, colageno
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parcialmente hidrolisado (gelatina) e colageno hidrolisado. Para fins de producao
industrial, a gelatina é obtida do colageno através da hidrolise acida ou alcalina. Na
extracdo acida a gelatina obtida é classificada como Tipo A, apresenta ponto isoelétrico
entre 7 e 9 e nesse processo ocorre a reorganizacdo fisica da estrutura e minimas
alteracdes hidroliticas resultando em ampla faixa de distribuicdo de massa molar. Na
hidrélise alcalina o produto é denominado gelatina Tipo B, apresenta ponto isoelétrico
entre 4,7 e 5,5, e este processo é mais drastico, hidrolisa até aminoacidos o que resulta
em menor faixa de distribuigdo de massa molar (Scrieber & Gareis, 2007; Ockerman &
Hansen, 1994; Deman, 1999; Damoradan et al., 2010).

O colageno hidrolisado € obtido por hidrdlise quimica e enzimatica sob condi¢bes
controladas (Scrieber & Gareis, 2007). A diferenca entre o colageno hidrolisado e a
gelatina é que o colageno hidrolisado dissolve-se em agua ou salmoura e a grande
maioria ndo apresenta capacidade de geleificagdo (Damoradan et al., 2010). A fibra de
colageno é obtida das camadas internas do couro bovino através de processo quimico
(tratamento alcalino com hidréxido de célcio), segue para o desengorduramento e
secagem a baixas temperaturas (processo menos drastico) (Santana et al., 2012;
Méaximo & Cunha, 2010). A fibra de colageno em p6 é obtida por processo similar,
porém submetida a temperaturas mais elevadas e posterior moagem.

O objetivo deste estudo foi avaliar a desnaturacdo térmica de 18 diferentes
amostras de colagenos bovinos (amostras in natura e hidrolisadas enzimaticamente com
e sem 0 emprego concomitante de ultrassom), utilizando a técnica de Calorimetria
Exploratdria Diferencial (DSC).

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS) e nos Laboratorios de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Ponta Grossa,
PR).

Foram testadas 18 diferentes amostras de colageno bovino (6 amostras in natura e
12 amostras hidrolisadas enzimaticamente com e sem 0 emprego concomitante de
ultrassom). As amostras denominadas in natura foram: a fibra natural de colageno
(FNC) (Novaprom Food Ingredients, Lins, SP), fibra de colageno em po6 (FP)
(Novaprom Food Ingredients, Lins, SP), colageno parcialmente hidrolisado 1 ou
gelatina 1 (GEL1) (Gelita South America, Maringa, PR), colageno parcialmente
hidrolisado 2 ou gelatina 2 (GEL2) (Gelatina, Rousselot Gelatinas do Brasil Ltda., Sdo
Paulo, SP) colageno hidrolisado 1 (HID1) (Peptiplus, Gelita South America, Maringa,
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PR) e colageno hidrolisado 2 (HID2) (Peptan B, Rousselot Gelatinas do Brasil Ltda.,
Séo Paulo, SP).

As amostras de colageno in natura foram hidrolisadas enzimaticamente com e
sem o emprego de ultrassom concomitantemente a hidrélise. Foi utilizada a enzima
Alcalase 2.4L® (Tovanni Benzaquen Ingredientes, endopeptidase de Bacillus
licheniformis com 2.4 AU/g). A reacdo enzimatica foi conduzida a temperatura e pH de
méaxima atividade catalitica da enzima, 55 °C e pH 7,5 de acordo com a literatura e
seguindo a metodologia utilizada por Schmidt & Salas-Mellado (2009), com algumas
modificagdes. O substrato foi homogeneizado em uma solucdo tampéo fosfato 0,2 M.
Pesou-se uma determinada quantidade de colageno que correspondeu a uma
concentracdo total de proteina em solucdo de 5 % (m/v). A enzima foi adicionada ao
meio variando-se sua concentracdo em relacdo a massa total de proteinas de 8,0 % (g de
enzima/g proteina). Para as amostras que foram hidrolisadas com ultrassom foi utilizado
banho ultra-sénico (Modelo USC — 1800A, UNIQUE). A poténcia utilizada foi de 132
W e frequéncia de 40 KHz ao mesmo tempo em que ocorreu a hidrélise enzimatica.

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento DSC-Q200 (TA-Instruments,
EUA), o qual foi previamente calibrado com indio de alto grau de pureza de 99,99 %, pf
=156,6 °C, AH = 28,56 J.g™".Para registrar a entalpia e as temperaturas do processo de
desnaturacdo das amostras, foi utilizado os seguintes parametros: fluxo de ar de 50 mL
min™, razdo de aquecimento de 10 °C min™, a faixa de aquecimento foi de -10 a 100 °C,
foram pesadas cerca de 3,0 mg de colageno, que foi misturado com agua deionizada em
uma proporcdo de 6:1 (dgua: colageno, m/m) e a mistura foi mantida em repouso
durante 120 minutos sob refrigeracdo (7 °C) a fim de equilibrar o teor de umidade e
hidratarem. A realizac¢do da analise foi com cadinhos de aluminio selado.

O delineamento experimental foi casualizado e foram realizadas duas repeticdes
para cada teste. Os resultados foram submetidos a Andlise de Variancia — ANOVA e
Teste de Tukey com nivel de significancia (p< 0,05) utilizando o programa Statistica®
9.0 (STATSOFT, INC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A DSC é comumente utilizada para avaliar a estabilidade e desnaturacéo térmica
do colageno e seus derivados. Foram mensuradas as temperaturas de ocorréncia das
alteracbes decorrentes da desnaturagdo do colageno: temperatura inicial (To),
temperatura de pico (Tp, temperatura de conclusdo (T¢) e a entalpia da reagdo
endotérmica (absorcdo de calor) ou AH (J.g%). A DSC se mostrou uma técnica
adequada para avaliacdo da desnaturacdo térmica para 10 das 18 amostras de colageno
testadas. Os resultados podem ser observados na Tabela 1. Algumas amostras apds a
hidrolise com ou sem ultrassom ndo apresentaram picos nem entalpia de desnaturacao,

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos



19 a 22 de outubro de 2014
Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC
Engenharia Quimica

pois ja se encontravam hidrolisadas completamente ou ndo apresentaram a transicédo de

gel para sol.

Tabela 1 — Resultados de DSC de desnaturagdo para as diferentes amostras de

colageno testadas.

DSC de desnaturagdo™

Amostras
Tol°C Tp/°C Tc/°C AHN.g*
FNC in natura 22,2+0,55° 41,49+0,01° 57,34+0,17° 605,76+9,11°
FNC hidrolisada com US ~ 3,62+0,37' 14,9+0,17" 21,84+0,15' 52,69+2,96°
FNC hidrolisada sem US  6,59+0,16% 18,54+0,28° 33,40+0,05" 95,04+3,95°
FP in natura 36,29+0,23% 41,82+0,16° 44.44+0,08° 2,70+0,26"
GEL1 in natura 26,47+0,03° 58,13+0,01* 69,83+0,04% 1153,0+4,35°
GELL1 hidrolisada sem US  26,53+0,04° 29,43+0,02° 34,12+0,14° 17,44+1,0°
GEL2 in natura 16,37+0,01° 23,51+0,01" 28,60+0,03" 102,6+0,98¢
GEL2 hidrolisada com US  20,8+0,01¢ 25,26+0,01° 29,89+0,02¢ 19,80+0,17°
HID1 in natura 4,47+0,16" 25,76+0,02° 36,17+0,02° 200,23+6,51°
HID1 hidrolisado sem US  8,47+0,31" 15,11+0,01" 21,39+0,03 37,56+0,88'

(*) To “onset” temperatura inicial, Tp temperatura de pico, T, “endset” temperatura de
conclusdo, AH entalpia de desnaturagédo
(**) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p> 0,05).
(***) FNC corresponde a: Fibra Natural de Colageno, FP corresponde a Fibra de Colageno
em pd, GEL1 corresponde a Gelatina 1, GEL2 corresponde a Gelatina 2 e HID corresponde
ao Colageno Hidrolisado 1.

A temperatura inicial (To) variou entre 3,62 a 26,53 °C, a temperatura de pico (Ty)

de 14,9 a 58,13 °C e a temperatura de conclusdo (T;) de 21,39 a 57,34 °C para as
amostras avaliadas. Os maiores valores de entalpia (AH) foram encontrados para a
GEL1 e FNC ambas in natura (1153,00 e 605,76 J.g" respectivamente). Menores
valores de entalpia foram encontrados para as amostras de FP in natura (2,70 J.g%) e
GELL1 hidrolisada sem ultrassom. Quando comparados os resultados de entalpia e
temperaturas para a amostra de FNC percebeu-se que houve reducdo das temperaturas e
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entalpia em decorréncia do processo de hidrolise, e quando a hidrolise foi combinada
com ultrassom os valores foram ainda menores. Estes resultados podem ser justificados
pela estrutura mais integra da FNC e da GEL1.

Segundo Torley et al. (2000), a molécula do colageno é constituida de trés cadeias
polipeptidicas (duas a; e uma ay) sendo que em geral a estrutura contém cerca de 30 %
de glicina, 12% de prolina, 11 % de alanina, 10 % de hidroxiprolina, 1% de
hidroxilisina e pequenas quantidades de aminoacidos polares e carregados (Scrieber &
Gareis, 2007; Deman, 1999; Damoradan et al., 2010). A estabilidade térmica do
colageno esta relacionada com seu conteudo de aminoacidos (prolina e hidroxiprolina).
Quanto mais elevado o contetdo de aminoacidos maior é a estabilidade das hélices. O
colageno se desnatura a temperaturas superiores gerando uma mescla de espécies com
uma, duas ou trés cadeias polipeptidicas enroladas ao acaso (Wong, 1995). Pode-se
verificar indiretamente que algumas das amostras analisadas perderam a estrutura
secundaria (hélice) e que houve diferencas entre a FNC, FP, GEL1, GEL2 e HID1,
mostrando que ha influéncia do processo de extracdo e comprovando que a hidrélise
enzimatica com ou sem ultrassom afetou a estrutura e caracteristicas destes colagenos.

Li et al. (2009) relataram que a utilizacdo de ultrassom permitiu aumentar o
rendimento e diminuir o tempo de processo de extracdo de colageno de tenddo bovino.
Segundo estes autores hd um aumento da dissolu¢do do substrato, permitindo uma
maior dispersao e abertura das fibrilas de colageno facilitando a agdo da enzima.

Rochdi et al. (2000) mencionaram temperaturas de desnaturacdo de colageno de
epimisio e colageno intramuscular entre 58,6 e 61,6 °C e entalpia (J/g de amostra seca)
de 45,6+0,2 a 78,1+1,2. Segundo Zhao & Chi (2009) a temperatura de desnaturacéo de
coldgeno da pele de suinos e bovinos estd entre 60 e 65 °C. Outros estudos
mencionaram temperaturas de desnaturacdo do colageno variando entre 30 °C e 60 °C,
dependendo da origem e tipo de coladgeno testado, sendo evidenciadas menores
temperaturas para 0s colagenos de pescados e maiores para 0s de origem bovina e suina
(Liu et al., 2014 e Sinthusamran et al., 2013).

A presenca de aminodcidos, particularmente a hidroxiprolina e prolina, contribui
para a estabilidade da tripla hélice através das pontes de hidrogénio entre as cadeias a.
As variagbes nas temperaturas (To, T, e Tc) entre os colagenos, podem ser
correlacionadas com o conteudo de aminoacidos e com 0s processos de extragdo e
hidrélise. Menores temperaturas de desnaturacdo indicam menor estabilidade e este é
um dos fatores que afetaria a aplicacdo posterior destes coldgenos. A reducdo da
estabilidade esta diretamente relacionada ao conteudo de prolina e hidroxiprolina
(Veeruraj et al., 2013; Nagai et al.,, 2008; He et al., 2012; Wang et al., 2014;
Kaewdang et al., 2014 e Pati et al., 2010).
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A utilizagcdo da DSC permitiu avaliar a desnaturagéo térmica de 56% das amostras
de colageno testadas sendo mais adequada para as amostras de coldgeno com estrutura
intacta ou mais proxima do colageno natural e com maior massa molar. Como era
esperado, apds a hidrélise, algumas amostras ndo apresentaram picos devido da perda
da propriedade de transicdo de gel para sol.

As amostras submetidas ao tratamento de ultrassom concomitantemente com a
hidrolise enzimatica foram as que apresentaram menor entalpia e menores temperaturas,
comprovando-se 0s efeitos da sonicagdo em proporcionar maior contato enzima-
substrato e maior rendimento do processo (maior grau de hidrolise).

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que a DSC é uma alternativa de
técnica complementar para os processos de avaliacdo, caracterizacdo e discriminagdo
(origem bovina, suina ou de aves ou ainda colagenos in natura ou hidrolisados) de
diferentes tipos de coldgeno. Também pode ser empregada para a deteccdo de fraudes e
no estudo do comportamento dos colagenos em determinadas condi¢cBes que se
aproximam das condicdes a que estes sdo submetidos a nivel industrial.

4. CONCLUSOES

Os resultados da DSC permitiram avaliar a estabilidade e desnaturacdo térmica
dos diferentes tipos de colageno bovinos testados e mostraram diferencas significativas
(p< 0,05) na temperatura de pico (Tp) e entalpia (AH). T, variou de 18,90 °C a 58,13 °C
e AH de 2,7/ J.g™ a 1153,00/ J.g*. Os maiores valores de T, e AH foram encontrados
para a fibra de colageno e gelatina 1 in natura, em decorréncia da estrutura mais integra
destes colagenos. As amostras submetidas ao ultrassom apresentaram menores valores
de T, e AH. A avaliagdo da desnaturagdo térmica pode auxiliar na caracterizagéo e
selecdo destes colagenos para as mais diversas aplicacdes industriais tais como:
produtos biomédicos e farmacéuticos, industria de cosméticos, encapsulamento,
producdo de embalagens biodegradaveis e na area de alimentos como agente gelificante
e espumante.
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