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When | find myself in times of trouble
Mother Mary comes to me
Speaking words of wisdom, let it be

And in my hour of darkness

She is standing right in front of me
Speaking words of wisdom, let it be
(...)

And when the night is cloudy

There is still a light that shines on me

Shine on until tomorrow, let it be

| wake up to the sound of music
Mother Mary comes to me
Speaking words of wisdom, let it be
(...)

Let it be, let it be

Let it be, yeah let it be

Whisper words of wisdom, let it be

Let it be
The Beatles

Composer: John Lennon and Paul McCartney



RESUMO

AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS DE
HIDROLISADOS DE DIFERENTES COLAGENOS BOVINOS OBTIDOS POR
HIDROLISE ENZIMATICA ASSISTIDA POR ULTRASSOM

AUTORA: Alessandra Roseline Vidal
ORIENTADORA: Profé, Dr2, Rosa Cristina Prestes Dornelles

Foi avaliado as propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes colagenos
bovinos obtidos por hidrdlise enzimética assistida por ultrassom. Foram utilizadas nas
hidrolises seis diferentes amostras comerciais de colageno bovino: fibra, fibra pd, hidrolisado
1, hidrolisado 2, gelatina 1 e gelatina 2 e trés diferentes enzimas: Alcalase®, Flavourzyme® e
pepsina. Foram realizadas analises fisico-quimicas, de composicao estrutural (espectroscopia
na regido do infravermelho com transformada de Fourier), grau de hidrdlise, atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana. Houve diferenca significativa (p<0,05) para umidade,
cinzas, proteinas, lipidios, pH, hidroxiprolina e coldgeno para as diferentes amostras brutas. A
utilizacdo do ultrassom prévio ou concomitante potencializou a hidrdlise enzimatica das
amostras, gerou maior quantidade de bandas em nimero de onda (cm™). Quando do uso da
enzima Alcalase®, a hidrélise enzimatica (16% de enzima) e o ultrassom prévio, aplicados as
amostras (com excecdo das amostras fibra e fibra pd) provocaram menores teores de proteinas
residuais, maior grau de hidrélise e maior atividade antioxidante. A amostra hidrolisado 1
apresentou o menor teor de proteina residual (7,06 mg/mL), hidrolisado 2 o maior grau de
hidrolise (10,3%) e gelatina 1 a maior atividade antioxidante (66,2%). Na aplica¢do da enzima
Flavouzyme®, a hidrélise enzimética e o ultrassom concomitante levaram a menores teores de
proteina residual e maior grau de hidrélise, onde a amostra hidrolisado 1 foi a que apresentou
maior atividade antioxidante (52,2%), referente ao tratamento utilizando apenas enzima. Na
aplicacdo da enzima pepsina, a amostra hidrolisado 1 apresentou o menor teor de proteina
residual (4,50 mg/mL), a amostra fibra o maior valor de grau de hidrélise (21,7%) e a amostra
gelatina 2 o maior valor de atividade antioxidante (53,7%). Os menores teores de proteina
residual foram decorrentes da maior hidrélise da estrutura proteica das amostras, ocasionadas
pelos diferentes componentes dos tratamentos. As amostras que sofreram maior rompimento
de suas ligacOes peptidicas apresentaram maior grau de hidrolise. Os hidrolisados com
maiores valores de grau de hidrolise nem sempre apresentaram bons valores de atividade
antioxidante, pois a geracdo de peptideos de alta funcionalidade ¢ o que determina estes
valores. O ultrassom prévio foi melhor quando da utilizacdo da enzima Alcalase®, utilizando
uma concentracdo de 16% sobre o substrato. Para a enzima Flavourzyme® a utilizacdo do
ultrassom que proporcionou melhores resultados foi a concomitante a hidrolise enzimatica. Ja
para a enzima pepsina a utilizacdo das diferentes aplicacdes do ultrassom néo acarretou em
diferencas significativas nos resultados obtidos. A enzima Alcalase® proporcionou os maiores
valores de atividade antioxidante, enquanto que a enzima Flavourzyme® os maiores valores
de grau de hidrodlise, e a pepsina a menor média de proteina residual. Os hidrolisados obtidos
dos tratamentos que utilizaram a enzima pepsina na hidrdlise apresentam maior inibicdo das
bactérias Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus em concentragfes menores que
10%. Diante do exposto, pode-se concluir que as enzimas e as diferentes aplicacdes do
ultrassom proporcionaram maior rompimento estrutural das amostras e aumento da
funcionalidade dos hidrolisados (atividade antioxidante e antimicrobiana) de diferentes
colagenos bovinos.



Palavras-chave: Atividade antioxidante. Atividade antimicrobiana. Ultrassom. FTIR.
Hidrolise enzimética. Coladgeno bovino.



ABSTRACT

EVALUATION OF FUNCTIONAL AND STRUCTURAL PROPERTIES OF
DIFFERENT BOVINE COLLAGENS OBTAINED THROUGH ULTRASOUND
ASSISTED ENZIMATIC HYDROLYSIS

AUTHOR: Alessandra Roseline Vidal
ADVISOR: Prof2. Dr2, Rosa Cristina Prestes Dornelles

The objective of this study was to evaluate the functional and structural properties of different
bovine collagen hydrolysates obtained through ultrasound assisted enzymatic hydrolysis. Six
different samples of commercial bovine collagen were used in the hydrolyses: fiber, powder
fiber, hydrolysatel, hydrolysate 2, gelatin 1 and gelatin 2 along with three different enzymes:
Alcalase®, Flavourzyme® and pepsin. The analyses carried out were: physical-chemical,
structural composition (Fourier transform infrared spectroscopy), hydrolysis degree,
antioxidant and antimicrobial activity. Significant difference (p<0.05) was found for
humidity, ashes, proteins, lipids, pH, hydroxyproline and collagen in the different crude
samples. The use of previous or simultaneous ultrasound strengthened the enzymatic
hydrolysis of the samples, generating larger number of bands in wave numbers (cm™).
Regarding the use of the enzyme Alcalase®, the enzymatic hydrolysis (16% enzyme) and
previous ultrasound, applied to the samples (except for the fiber and powder fiber samples)
resulted in lower residual protein content, higher hydrolysis degree and higher antioxidant
activity. The hydrolysate 1 sample presented the lowest residual protein content (7.06
mg/mL), while hydrolysate 2 presented the highest hydrolysis degree (10.3%) and the gelatin
1 sample had the highest antioxidant activity (66.2%). When using the enzyme Flavouzyme®,
the enzymatic hydrolysis and simultaneous ultrasound led to lower residual protein content
and higher hydrolysis degree, and the hydrolysate 1 sample was the one with the highest
antioxidant activity (52.2%) in the treatment that used enzyme only. When the enzyme pepsin
was employed, the hydrolysate 1 sample presented the lowest residual protein content (4.50
mg/mL), while the Fiber sample had the highest hydrolysis degree value (21.7%) and the
gelatin 2 sample showed the highest antioxidant activity value (53.7%). The lowest residual
protein content resulted from the higher hydrolysis of the protein structure of the samples, due
to the different treatment components. The samples that suffered highest rupture of their
peptide bonds presented higher hydrolysis degree. The hydrolysates with the highest
hydrolysis degree values not always presented good values of antioxidant activity, since the
generation of high functionality peptides is what determines these values. Previous ultrasound
worked better than the simultaneous one when the enzyme Alcalase® was used, applying a
16% concentration to the substrate. For the enzyme Flavourzyme®, the use of ultrasound did
not result in significant difference in the results obtained. The enzyme Alcalase® provided the
highest antioxidant activity values, while the enzyme Flavourzyme® presented the highest
hydrolysis degree values, and pepsin showed the lowest residual protein average. The
hydrolysates obtained from the treatments with the enzyme pepsin in the hydrolysis presented
the highest inhibiting action against the bacteria Salmonella choleraesuis and Staphylococcus
aureus in lower-than-10% concentrations. Therefore, enzymes and different ultrasound
applications were concluded to provide higher structural rupture of samples and increase in
the functionality of different bovine collagen hydrolysates (antioxidant and antimicrobial
activities).
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I. CAPITULO

1. INTRODUCAO

H& um crescente interesse pelos processos de extracdo do colageno e seus derivados
[1] devido a tendéncia de utilizacdo desta proteina em substituicdo aos agentes sintéticos nos
mais diversos processos industriais e também por permitir uma maior valorizacdo dos
subprodutos do abate de animais de acougue. Os colagenos podem ser encontrados em todos
os tecidos conjuntivos de organismos multicelulares, principalmente em tenddes, cartilagens,
ligamentos, musculos, o0ssos desmineralizados, sistema vascular e outros Orgdos de
vertebrados, compreendendo uma grande e diversificada familia de proteinas [2], sendo a
proteina de origem animal mais encontrada, representando aproximadamente 30% do total de
proteinas [3].

Pesquisas envolvendo a obtencdo, fracionamento e caracterizacdo de hidrolisados e
peptideos de colageno [1] focaram nas propriedades funcionais destes compostos. A hidrolise
enzimatica através de proteases animais ou vegetais [4-6] aplicada a subprodutos do abate de
bovinos possibilitou a obtencdo de peptideos derivados do colageno, agregando valor a esses
residuos [4, 7]. A especificidade, o controle do grau de hidrolise, as condigdes moderadas de
acao e o menor contetido de sal no hidrolisado final sdo algumas das vantagens da utilizacdo
de proteases especificas na hidrolise de colagenos. N&o obstante, as enzimas podem ser
usadas em menores quantidades e ndo necessitam de remocgdo ao final do processo [8]. A
hidrélise enzimética possui a capacidade de modificar uma variedade de grupos funcionais,
sendo utilizada para aumentar funcionalidade das proteinas através da modificagdo estrutural
[9, 10].

Pesquisas recentes mostraram que o ultrassom pode modificar a estrutura e as
propriedades funcionais das proteinas alimentares [11-14], principalmente aquelas de origem
animal [15, 16]. Pode causar aumento na atividade enzimética pela melhor ligagdo substrato-
enzima e exposicdo do sitio ativo da enzima. Quando utilizado como pré-tratamento e/ou
concomitante ao processo de hidrdlise, afeta as ligacbes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas, rompendo estruturas terciarias e quaternarias das proteinas devido aos efeitos de
cavitacdo. Essas modificagfes estruturais possibilitam o acesso da enzima a estrutura,
causando um aumento no grau de hidrdlise e da bioatividade [17].

A realizacdo de estudos com o intuito de obter diferentes hidrolisados de colagenos

permite que o0s peptideos encontrados sejam utilizados para enriquecer alimentos ou
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consumidos como alimentos nutracéuticos. Os hidrolisados obtidos de colageno ou da prépria
carne apresentam menor amargor e off-flavor, comparados aos obtidos de outras fontes.

As propriedades antioxidantes dos hidrolisados podem refletir na reducéo da formacao
de radicais livres, oxidacdo da gordura e aumentar a atividade de enzimas como a glutationa
peroxidase, catalase e superdxido dismutase, responsaveis pelo controle da oxidacdo de
celulas humanas. A atividade antimicrobiana dos hidrolisados pode permitir num futuro a
reducdo ou a utilizagdo dos mesmos como uma alternativa aos conservantes tradicionais.

Poucos estudos exploraram as diferencas entre os diversos tipos de subprodutos de
colagenos bovinos (fibra, gelatina e colageno hidrolisado) e avaliaram os efeitos da hidrolise
enzimatica (usando diferentes enzimas: Alcalase®, Flavourzyme® e pepsina) assistida por
ultrassom sobre as propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados proteicos, revelando a
necessidade de novos estudos. Diante do exposto, torna-se necessario o estudo dos
hidrolisados, de suas propriedades funcionais e estruturais, pois permitem o desenvolvimento
de ingredientes ou alimentos que podem melhorar a dieta e contribuir para a saide humana,

além de agregar valor a estes produtos.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes

colagenos bovinos obtidos por hidrélise enzimatica assistida por ultrassom.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os diferentes coldgenos bovinos;

Obter hidrolisados integrais através de diferentes processos de hidrdlise;

Avaliar as caracteristicas estruturais dos hidrolisados através da andlise de
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
utilizando como recurso para verificacdo das semelhancas entre os espectros obtidos a
analise multivariada de componentes principais (PCA);

Avaliar o grau de hidrdlise, a atividade antioxidante e antimicrobiana dos hidrolisados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico sera apresentada a fundamentacdo teorica e reviséo bibliogréafica sobre o
colageno e seus diferentes tipos; sobre a hidrolise enzimatica utilizando diferentes proteases
para obtencdo de hidrolisados; sobre o ultrassom, tecnologia que vem sendo muito utilizada
em processos que envolvem extracdo e hidrolise de proteinas; sobre alimentos funcionais,
dentre eles os peptideos bioativos, 0s quais apresentam atividade antioxidante e
antimicrobiana; e por fim, sobre a analise de espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) juntamente com a andlise estatistica de componentes
principais (PCA) utilizados como ferramenta para caracterizar os hidrolisados estruturalmente
e facilitar a visualizagio de semelhangas entre eles.

3.1 COLAGENO

O termo colageno provém dos termos gregos KOLLA (cola) e GENNO (producéo)
[18]. O colageno é uma molécula estrutural localizada na matriz extracelular [19], possuindo
um ou mais dominios caracteristicos com conformacdo em triplice hélice, apresentando trés
cadeias repetitivas de aminoacidos Gly-X-Y (prolina na posic¢do X da trinca repetitiva Gly-X-
Y e hidroxiprolina na posi¢do Y) [20-22]. Trés cadeias polipeptidicas (duas a; € uma ay) que
compdem a triplice hélice formam a molécula de colageno [23], a qual apresenta em suas
extremidades sequéncias ndo helicoidais. Foram citados na literatura até o momento 29
diferentes tipos de colagenos [24], tendo cada tipo sua sequéncia e composicdo de
aminoéacidos, apresentam estruturas distintas e desempenham func¢des especificas [20].

O colageno pode ser encontrado sob diversas formas em tecidos de organismos
multicelulares, sendo a proteina dominante no tecido conjuntivo, podendo desempenhar
diversas funcGes de acordo com sua localizagdo [2]. O colageno representa cerca de 30% de
toda a matéria organica do corpo de animais [3]. As proteinas sdo moléculas altamente
funcionais, sendo sua funcionalidade vinculada a sua estrutura molecular, responsavel por
suas interacdes [25]. O crescente interesse pelo processo de obtencéo, fracionamento e
caracterizagdo de colagenos e seus derivados [1] se deve as propriedades funcionais desses
compostos e a possibilidade de utilizacdo como substituintes de agentes sintéticos nos mais
diversos processos industriais [5].

O colageno pode sofrer modificagdes quimicas através da esterificacdo, acilacao,
desaminagdo de grupos amino de lisina ou protecdo de grupos guanidino dos residuos de
arginina [26]. A partir do colageno nativo podem ser obtidos: fibra de colageno, colageno

parcialmente hidrolisado (gelatina) e colageno hidrolisado.
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3.1.1 Colégeno parcialmente hidrolisado (gelatina)

O col&geno, inicialmente insolivel em agua, passa a ser solivel apos sofrer processo
de hidrélise controlada (65 a 68 °C), dando origem a gelatina [27-30]. Na conversdo do
tropocolageno em gelatina ocorrem rupturas de ligacdes de hidrogénio, responsaveis pela
estabilizacéo da tripla hélice, formando uma configuragdo ao acaso.

A gelatina pode ser classificada em trés diferentes tipos: a, composta de apenas uma
cadeia peptidica, com massa molecular de 80.000 a 125.000 Da; g, formada por duas cadeias
peptidicas entrelacadas, com massa molecular de 160.000 para 250.000 Da; e y, formada por
trés cadeias interconectadas, com massa molecular de 240.000 a 375.000 Da [27, 31].

No processo de transformacdo do colageno em gelatina ocorre a ruptura de um nimero
limitado de peptideos, a ruptura ou desorganizacdo das ligacOes entre as cadeias laterais e a
mudanca na configuracdo da cadeia, sendo esta Ultima etapa fundamental para conversao de
coladgeno em gelatina [29, 32]. As caracteristicas da gelatina obtida dependem das condicGes
empregadas em sua producdo. A gelatina pode ser obtida através da hidrdlise acida ou
alcalina. O processo alcalino é amplamente utilizado para o pré-tratamento de couro bovino e
0 processo acido para a pele suina e 0ssos [33].

A extracdo acida da origem a gelatina do Tipo A, a qual apresenta ponto isoelétrico
entre 7 e 9. Provoca a reorganizacdo fisica da estrutura do colageno e minimas alteraces
hidroliticas, gerando ampla faixa de distribuicdo de massa molar. Consequentemente ocorre 0
ligeiro aumento de grupos amino primarios e de grupos carboxilicos livres. A gelatina obtida
deste processo apresenta massa molar entre 70.000 e 90.000 Da [27, 29, 30, 34, 35].

A hidrolise alcalina d& origem a gelatina Tipo B, apresentando ponto isoelétrico entre
4,7 e 5,5. A hidrélise alcalina € um processo drastico, a ponto de hidrolisar até mesmo
aminoacidos, resultando em menor faixa de distribuicdo de massa molar. O meio de extracdo
alcalino faz com que as substancias distintas do colageno, queratina, globulinas,
mucopolissacarideos, elastina, mucina e albuminas, modifiquem-se, tornando-se soltveis. Os
lipideos se tornam produtos polares, sendo removidos facilmente em processo de lavagem
[34].

Ao nivel comercial, a técnica de hidrolise mais usada é a alcalina, onde diversas
matérias-primas com colageno, como peles, nervos e osseina de 0ssos, inclusive misturadas,
podem ser processadas. No processo alcalino séo geradas moléculas ligeiramente ramificadas,

as quais apresentam massas molares entre 10.000 e 60.000 Da [27, 29, 30, 34].
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3.1.2 Colageno hidrolisado

O colageno hidrolisado é obtido através da hidrdlise quimica e enzimatica sob
condicdes controladas [34]. Trata-se de uma proteina natural derivada do colageno nativo, o
qual é encontrado na pele e 0ssos de animais, como bovinos, suinos, aves e peixes [36]. O
coldgeno hidrolisado possui capacidade de dissolucdo em agua ou salmoura, entretanto a
grande maioria ndo apresenta capacidade de geleificacdo [30], também apresenta elevado
conteudo proteico (84 a 90 %) [37].

Durante o processo de obtencdo do colageno hidrolisado, as condigdes de
processamento, matéria-prima e especificidade da enzima utilizada é o que determinardo a
distribuicdo de massa molar, estrutura, composi¢cdo e subsequente caracteristicas e

propriedades funcionais do produto final [33].

3.1.3 Fibrade colageno e fibra de coladgeno em pé

A fibra de colageno ¢ extraida das camadas internas do couro bovino através de um
processo quimico (tratamento alcalino com hidréxido de calcio), passando por
desengorduramento e secagem a baixas temperaturas (processo menos drastico) [38, 39]. A
fibra de colageno em p6 é obtida por processo similar ao da fibra de colageno, porém ¢é
submetida a temperaturas mais elevadas e posterior moagem. A fibra tem tamanho de
particula entre 1,80 a 1,92 mm e a fibra em p6 entre 0,45 a 0,57 mm [33].

3.2 HIDROLISE ENZIMATICA

A utilizagdo de enzimas para modificar as proteinas é uma alternativa ao uso de
reacOes quimicas, transformacdes fisicas e alteragdes genéticas. As reacdes hidroliticas (&cida
e alcalina) sdo inespecificas e destroem aminoacidos como o triptofano, comprometendo o
valor nutricional das proteinas, devido a isso 0s métodos enzimaticos vem ganhado destaque
[40].

A hidrolise enzimatica, utilizando enzimas especificas, possibilita o controle do grau
de clivagem das proteinas no substrato. A relacdo enzima/substrato e tempo de reagdo séo
fundamentais para a producdo de hidrolisados com diferentes caracteristicas, dentre elas,
estruturas moleculares e propriedades funcionais [41]. O tamanho do peptideo obtido no
processo de hidrdlise enzimatica influéncia diretamente nas suas propriedades funcionais,
sensoriais e nutricionais, sendo assim, o grau de hidrolise da amostra protéica é uma das

caracteristicas mais importantes a ser analisada [42].
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O grau de hidrdlise ¢ a medida do grau de clivagem de ligagdes peptidicas, o qual
pode variar de 0 até 100%, ou seja, as proteinas podem permanecer intactas ou serem
completamente hidrolisadas, ocorrendo a liberacdo de aminoéacidos livres. As condi¢des de
processo como: relacdo enzima/substrato, tempo, temperatura, pH e a natureza da enzima
determinam o grau de hidrdlise do substrato protéico [43].

A especificidade, o controle do grau de hidrolise, as condi¢cdes moderadas de agdo e o
menor conteudo de sal no hidrolisado final sdo algumas das vantagens da utilizacdo de
proteases especificas na hidrolise de colagenos. Ndo obstante, as enzimas podem ser usadas
em menores quantidades e ndo necessitam de remocao ao final do processo [8]. Para aumentar
as propriedades funcionais das proteinas através da modificacdo estrutural é feita a hidrdlise
enzimatica, devido esta possuir a capacidade de modificar uma variedade de grupos

funcionais [9, 10].

3.2.1 Proteases e colagenases

As enzimas, catalisadores bioquimicos vitais para todos os seres vivos, aceleram as
reacGes quimicas entre compostos organicos nas células. As enzimas sao exploradas, na area
da ciéncia e tecnologia de alimentos, com o intuito de realizar fun¢des desejaveis, facilitando
a conversdo de matérias-primas em alimentos de alta qualidade. As enzimas sdo utilizadas
com grande frequéncia em processos bioldgicos, visando a obtencdo de produtos de alta
funcionalidade e alto valor nutritivo [44].

A combinacdo entre eficicia e economia sdo os parametros normalmente utilizados
para a escolha da enzima utilizada no processo, alem de sua habilidade em hidrolisar o
substrato na extensdo desejada [44].

Ao grupo das hidrolases pertencem as enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases,
estas envolvem a &gua na formagdo do produto. Durante a hidrélise de proteinas as
proteinases catalisam a reacdo, provocando a ruptura das ligagcdes peptidicas, liberando
componentes do substrato para a &gua. A origem destas enzimas pode ser animal, vegetal ou
microbiana [45].

As enzimas proteoliticas usadas em processos de hidrélise sdo classificadas como
endo e exopeptidases. As endopeptidases possuem a capacidade de hidrolisar ligacdes
peptidicas de forma aleatdria nas moléculas de proteina, gerando peptideos relativamente
grandes. Ja as exoproteases, removem de forma sistémica os aminoacidos do N-terminal ou

no C-terminal ou hidrolisam peptideos nas liga¢6es terminais [46].
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A enzima Alcalase® foi desenvolvida pela empresa Novo Nordisk (Bagsvaerd,
Denmark) e provém da fermentagdo submersa do micro-organismo Bacillus licheniformis,
apresenta maxima atividade em pH 8,0 e temperatura de 50 °C [47]. E classificada como uma
subtilisina, uma serina-protease, conhecida pelo seu desempenho sob altas temperaturas e
moderada alcalinidade [48]. Esta enzima hidrolisa principalmente liga¢fes peptidicas contidas
de residuos hidrofébicos no lado carboxilico [49].

A enzima Flavourzyme® pode atuar sob condiges neutras ou ligeiramente cidas de
hidrolise, se tratando de uma protease fangica complexa, a qual é oriunda da fermentacéo
submersa de uma linhagem especifica de Aspergillus oryzae sem modificacdo genética [50].
Seu pH e temperatura de maxima atividade é de 7,0 e 50 °C, respectivamente [47]. A
hidrélise utilizando a enzima Flavourzyme® provoca a liberagdo de aminoécidos N-terminal,
sendo preferencialmente liberada a leucina, podendo ser liberados outros aminoacidos
incluindo prolina [51].

A Flavourzyme® trata-se da mistura de proteases, endoproteinase e exopeptidase, ou
seja, contém ambas as atividades. A aplicacdo de endoproteinases é dominante em alimentos
proteicos hidrolisados. Entretanto, quando se deseja a completa degradacdo de proteinas as
endoproteinases sdo combinadas com exopeptidases [52].

A pepsina é uma protease digestiva encontrada no suco gastrico de vertebrados [53].
Esta enzima, ao contrério de outras endopeptidases, hidrolisa apenas ligacGes peptidicas.
Cliva preferencialmente residuos hidrofébicos, aromaticos. A hidrolise da ligacdo peptidica
gue possui um aminoacido aromatico se torna mais suscetivel quando um aminoéacido contido
de enxofre se encontra perto da ligacdo em questao [54].

A pepsina pode clivar também grupos carboxila de fenilalanina e leucina e em menor
grau o grupo carboxila de residuos de &cido glutamico. A pepsina néo cliva ligagdes valina,
alanina, glicina [55]. A amidacdo do grupo carboxila C-terminal evita a hidrolise pela enzima
pepsina [55, 56].

Dentre as enzimas descritas acima, a mais utilizada e citada em processos de hidrolise
proteica é a Alcalase®, seguida a Flavourzyme®. A pepsina é mais utilizada em processos de

extracdo de colagenos.

3.3 ULTRASSOM
As ondas sonoras, provocadas pelo uso do ultrassom, causam uma variagdo na pressao
do liquido empregado no processo, gerando a cavitacdo. Durante a sonicacdo sdo formadas

bolhas de cavitacdo, as quais sofrem violento colapso, levando a temperaturas e pressoes
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extremas, 0 que causa cisalhamento e turbuléncia na zona de cavitagdo. O tempo e frequéncia
de aplicacdo do ultrassom devem ser controlados, pois 0 uso deste pode levar a formagéo de
radicais livres decorrentes da hidrdlise de moléculas de agua, os quais podem reagir com
outras moléculas [57].

A utilizacdo do ultrassom na industria de alimentos vem se destacando [57], pois este
pode melhorar a eficiéncia de processo, reduzir o tempo e contribuir para uma producdo mais
limpa, além de possuir baixo consumo de energia elétrica e melhorar a difusdo [58]. Também
é uma técnica eficaz e segura, a qual pode melhorar a qualidade de alimentos. O ultrassom
pode ser aplicado para alterar as propriedades quimicas e fisicas de alimentos [59], nas etapas
de processamento, nos processos de preservagdo e extracdo e em combinagdo com outros
processos [60].

O ultrassom é amplamente utilizado na transferéncia de massa em processos Umidos,
0s quais sdo de grande importancia na mistura, extracdo e secagem [61, 62] e na extracédo de
substancias de baixo peso molecular e para compostos bioativos de vegetais [63].

Pesquisas recentes mostraram que o ultrassom pode modificar a estrutura e as
propriedades funcionais das proteinas alimentares [11-14], principalmente aquelas de origem
animal [15, 16]. Pode causar aumento na atividade enzimatica pela melhor ligacdo
substrato/enzima e exposicdo do sitio ativo da enzima. Quando utilizado como pré-tratamento
e/lou concomitante ao processo de hidrdlise, afeta as ligacbes de hidrogénio e interacbes
hidrofobicas, rompendo estruturas terciarias e quaternarias das proteinas devido aos efeitos de
cavitacdo. Essas modificacBes estruturais possibilitam o acesso da enzima a estrutura,
causando um aumento no grau de hidrdlise e da bioatividade [17].

O ultrassom de alta intensidade (20 k Hz, 400 W) foi utilizado como pré-tratamento
para proteina isolada de soja. A utilizacdo do ultrassom melhorou a capacidade de retencéo de
agua, forca e firmeza dos géis da mesma, ou seja, o tempo de sonicacdo (0, 5, 20, e 40
minutos) apresentou efeito significativo sobre estas propriedades [57].

O ultrassom foi utilizado primeiramente na area bioquimica para quebrar a parede
celular e liberar o conteido. Em outro momento, foi verificado o efeito positivo do ultrassom
sobre a atividade enzimética, entretanto, a intensidade elevada de aplicagdo pode levar a
desnaturacdo da enzima [60]. Os pesquisadores Yu et al. [60] avaliaram a influéncia do
ultrassom na atividade da tirosinase. Estes verificaram o aumento da atividade da enzima, o
que foi justificado pela melhor ligagdo substrato-enzima e exposi¢do do sitio ativo da enzima.

A cinética enzimatica e a atividade inibitéria de ECA-I de peptideos do gérmen de

trigo obtidos por processo assistido de ultrassom foi estudada por Qu et al. [64], o quais
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verificaram que o ultrassom aumentou a taxa de reacdo enzimética e atividade inibitoria de
ECA-I, o que foi justificado pela melhor transferéncia de massa, aumento da frequéncia de
contato entre enzima e substrato e alteracdo da configuracéo da enzima.

Li et al. [65] extrairam colageno de tenddo bovino utilizando no processo ultrassom
(40 kHz, 120 W). Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que o ultrassom
aumentou em até 124% a extracdo e também reduziu o tempo de processo. Os autores
justificaram este fato pelo aumento da atividade e dissolucdo do substrato, causados pela
irradiacdo, a qual permitiu maior dispersdo da pepsina (enzima utilizada no processo de

extracdo) e abertura das fibrilas de colageno, facilitando a acdo da enzima.

3.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Alimentos funcionais devem possuir pelo menos um componente de acdo seletiva
sobre uma ou varias fungdes do organismo, causando efeitos positivos, funcionais
(fisiologicos) ou saudaveis [66-68]. Segundo Zhang et al. [69] para os alimentos serem
considerados funcionais devem ser derivados de ingredientes naturais, serem consumidos
como parte da dieta diaria e envolver a regulacdo de processos especificos como prevencao de
doencas, melhorar a resposta imunolégica e evitar o envelhecimento.

Os produtos com teor reduzido de sédio, gordura e colesterol, com melhor composi¢éo
do perfil de acidos graxos, menor teor de nitrito e inclusdo de ingredientes funcionais sao
alguns exemplos de alimentos considerados funcionais [6, 69].

Devido a demanda por produtos funcionais, alguns estudos tém avaliado o
enriquecimento da carne in natura com compostos bioativos como o éacido linoléico
conjugado, carnosina, anserina, L-carnitina, glutationa, taurina e creatina [70]. H& pesquisas
também com peptideos bioativos obtidos de carnes e produtos carneos [71-73] que podem ser
incorporados em outros tipos de produtos para melhorar as propriedades funcionais desses
alimentos. Estes peptideos podem ser gerados durante o processo de fermentacdo ou serem
obtidos atraves de hidrolise enzimatica, apresentando beneficios a saide humana.

Em alguns estudos peptideos hidrolisados de subprodutos e musculos foram isolados,
identificados, caracterizados e a atividade antioxidante, antimicrobiana e inibidora da
atividade da ECA-I foram comprovados in vitro [7, 74].

Com relacdo aos peptideos obtidos do colageno, estudos demonstram excelente
absorcdo dos peptideos que contém o aminoacido hidroxiprolina. Kim & Mendis [75]
mencionaram que a sequéncia de aminoacidos Gly-Pro-Hyp presente no colageno apresenta

propriedades antioxidantes e anti-hipertensivas.
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Segundo Broncano et al. [73] sdo necessarios mais estudos para isolamento e
purificacdo dos peptideos, pois a maioria dos estudos tem enfoque na questdo sensorial e

poucos na bioatividade.

3.4.1 Peptideos bioativos

Os peptideos encontrados em hidrolisados proteicos, obtidos por hidrélise enzimatica,
tém apresentado diversas propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas, as quais
dependem de sua sequéncia de aminoacidos e massa molecular. A massa molecular dos
peptideos é essencial para sua atividade bioldgica e também para sua separacéo [76].

Os peptideos bioativos presentes no interior da molécula de proteina sédo definidos
como uma sequéncia de aminoacidos inativos, entretanto, quando sdo liberados através da
hidrolise quimica e/ou enzimatica exercem determinadas atividades bioldgicas. Durante o
processo de industrializacdo ou na digestdo gastrointestinal sdo liberados peptideos com 3 a
20 aminoécidos [1, 7].

A partir de uma determinada proteina podem ser gerados varios tipos de peptideos,
estes dependem de dois fatores: a especificidade da enzima e a sequéncia primaria da proteina
do substrato utilizado [77].

A partir de meados do ano 2000 comecaram a surgir pesquisas para obtencéo,
fracionamento e caracterizacdo de hidrolisados e peptideos de colageno [1] objetivando
avaliar as propriedades funcionais destes compostos. Os peptideos derivados de colageno
podem ser obtidos através da hidrdlise enzimatica utilizando proteases animais, vegetais ou
microbianas, tais como tripsina, quimotripsina, pepsina, alcalase, colagenases, bromelina e
papaina [4-6], aplicadas aos subprodutos do abate de bovinos permitindo agregar valor [4, 7].
Também podem ser formados naturalmente pelo processo de fermentacdo de produtos carneos
devido as reacdes proteoliticas [6, 73]. Os peptideos de coldgeno podem apresentar atividade
antimicrobiana, antioxidante e anti-hipertensiva [78-80].

Os peptideos bioativos devem resistir a passagem gastrointestinal [1], atravessando o
epitélio intestinal e chegar aos tecidos periféricos via circulacdo sistémica, influenciando o
metabolismo celular e atuando como vaso reguladores, fatores de crescimento, indutores
hormonais e neurotransmissores [7, 81].

Os compostos bioativos, dentre eles os peptideos, podem prevenir doengas, promover

a saude [1, 81], evitar o envelhecimento precoce e o estresse oxidativo [70].
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3.4.2. Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo compostos utilizados em pequenas quantidades que previnem ou
retardam reacGes de oxidacao, devido a sua capacidade de sequestrar ou evitar a formacao de
radicais livres [82].

O antioxidante deve ser eficiente em baixas concentracGes, ndo provocar efeitos
indesejaveis na cor, sabor e odor, ser de fécil aplicacdo, possuir estabilidade em condicdes de
processamento e armazenamento, ndo pode ser toxico, assim como seus produtos de oxidacao,
deve ser de custo baixo ou razodvel e atender ao consumidor [83]. Os antioxidantes sdo
definidos como um grupo de substancias formado por vitaminas, minerais, pigmentos naturais
e outros compostos vegetais, também por enzimas, as quais impedem o efeito negativo dos
radicais livres [84].

Existe uma grande variedade de compostos antioxidantes, naturais ou sintéticos,
podendo ser utilizados em alimentos, farmacos ou como suplementos nutricionais, desde que
sejam seguros para a salde humana. Os antioxidantes sintéticos possuem estrutura fendlica,
apresentando diversos graus de substituicdo alquil [85], destacando-se: hidroxianisol de butila
(BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT) [86, 87]. Os compostos naturais podem ser
fendlicos (tocoferdis, flavondides, e &cidos fendlicos), nitrogenados (alcal6ides, derivados da
clorofila, aminoécidos e aminas), ou carotenoides, bem como acido ascorbico [85].

A atividade antioxidante dos peptideos bioativos se deve a capacidade destes em
guelar metais como o cobre [70]. O efeito protetor dos hidrolisados protéicos e dos peptideos
do soro do leite esta relacionado a alta concentracdo de aminoacidos sulfurados presentes nos
mesmos, estes, sdo considerados essenciais na sintese da glutationa [88]. A glutationa é o
principal antioxidante produzido pela célula [89], interferindo na catélise, metabolismo e
transporte celular. Estd envolvida na sintese de proteinas e acidos nucléicos, em reacGes de
metabolizacdo de perdxido e na inativacao de radicais livres [90].

No estudo realizado por Li et al. [78], hidrolisados de colageno suino, obtidos através
de hidrdélise enzimatica (protease de pancreas bovino, protease de Streptomyces e proteases de
Bacillus spp.), apresentaram atividade antioxidante, especialmente as sequéncias: GIn-Gly-
Ala-Arg, Hyp-Cys, Leu-GIn-Gly-Met e Leu-GIn-Gly-Met-Hyp. Ja Kim et al. [80] encontrou
atividade antioxidante da sequéncia de aminoacidos Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-
Hyp-Cys, obtida através da hidrolise enzimatica de couro bovino.

Entre os varios métodos “in vitro” utilizados para analisar a atividade antioxidante de
substancias biologicamente ativas destacam-se: 0 método de sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH) [91], método de sequestro do radical hidroxila (OH¢) [92], 0 método
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de sequestro do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS+) [93],
inibicdo da peroxidacéo lipidica [94] e poder redutor [95].

3.4.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos peptideos se deve a capacidade destes em se ligar com
a membrana celular bacteriana, inibindo o crescimento de micro-organismos. Esta atividade é
provocada pela presenca de aminoacidos hidrofobicos. Estudos relatam atividade
antimicrobiana de peptideos oriundos da hemoglobina bovina e da carne [7], entretanto, as
proteinas encontradas em ovos, peixes, diversas fontes vegetais (soja, trigo, entre outras)
também apresentam esta atividade bioldgica [96].

Os peptideos com potencial antimicrobiano sdo pequenos, possuem carga positiva e
molécula anfipatica (possuem regides hidrofobicas e hidrofilicas), sua composicdo e
comprimento variam de 6 a 100 residuos de aminoacidos [97]. O mecanismo molecular e a
via de permeacdo da membrana pelo peptideo variam de acordo com a sua sequéncia de
aminoéacidos, composi¢do da membrana lipidica e a sua concentracédo [98].

Recentemente varias pesquisas vém estudando diferentes fontes de obtencdo de
peptideos antimicrobianos [99-101]. Os peptideos com atividade antimicrobiana podem
apresentar acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como: Escherichia,
Helicobacter, Listeria, Salmonella e Staphylococcus [102].

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, compreendendo bacilos
Gram-negativos ndo produtores de esporos. As bactérias pertencentes a este género sao
anaerdbias facultativas, podendo produzir gas a partir de glicose e utilizar o citrato como sua
unica fonte de carbono. Seu pH étimo de atividade fica em torna da neutralidade, onde valores
superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas e a temperatura ideal varia de 35 a 37 °C,
sendo limites de multiplicagdo a minima de 5 °C e a m&xima de 47 °C. S&o encontradas no
trato gastrointestinal do homem e de animais, principalmente aves e suinos [103].

O género Staphylococcus trata-se de cocos Gram-positivos, 0s quais pertencem a
familia Micrococcaccae por dividirem-se em planos diferentes. Sdo bactérias anaerobias
facultativas, entretanto sua melhor multiplicacdo ocorre sob condic¢des aerdbias. Tratam-se de
bactérias mesofilas, apresentando temperatura de crescimento entre 7 e 47,8 °C. A producéo
Otima de enterotoxinas se da entre temperaturas de 40 e 45 °C, porém também podem ocorrer
entre as temperaturas de 10 e 46 °C [103].

No estudo realizado por Soares [104] utilizando hidrolisado protéico de torta de soja

obtido em pH 7,0 com uso da papaina, frente a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus,
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uma concentragdo de hidrolisado igual a 3,753 mg/mL foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano. J& Hayes et al. [105] ndo detectaram zona de inibicdo pelos peptideos
IKHQGLPQE os- CN f(21-29), VLNENLLR ag-CN f(30-38) e SDIPNPI G SENSEK ay;-
CN f(195-208), os quais foram sintetizados a partir da fermentacdo de L. Acidophilus
DPC6026 em caseinato de sddio, contra a bactéria Staphylococcus aureus.

Seo et al. [100] também verificaram atividade antimicrobiana de um peptideo
purificado a partir do extrato de pele de atum (Katsuwonus pelamis), apresentando 3,4 kDa.
Este apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, e Streptococcus iniae, com concentragdes de
amostra entre 1,2 e 17,0 ug/mL e contra as bactérias Gram-negativas Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli D31 e Vibrio parahaemolyticus (concentracdo de amostra variando de entre

3,1 ¢ 12,0 ug/mL) e contra Candida albicans (concentracdo de amostra de 16,0 ug/mL).

3.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE PROTEINAS

3.5.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A aplicagdo de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) é crescente em pesquisas que envolvem alimentos [106].

A FTIR é uma técnica que permite a analise qualitativa de compostos organicos, visto
gue os modos caracteristicos de vibracdo de cada grupo geram o aparecimento de bandas no
espectro infravermelho em frequéncias especificas, também séo influenciadas pela presenga
de grupos funcionais proximos (acoplamentos) [107, 108]. Um espectro de infravermelho
normalmente contém informacdo além das de valores de posi¢do ou de absor¢do de alguns
picos, ou seja, quando utilizado integralmente, pode atuar como a impressdo digital de uma
amostra especifica. A espectroscopia FTIR atua excelentemente como ferramenta de analise
quantitativa, isso se deve ao equilibrio entre a concentragdo e as intensidades de absorcdo das
bandas no espectro [109].

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é
uma técnica de impressao digital bioquimica muito rapida [110], também é simples de usar,
possui alta sensibilidade e baixo custo operacional [111].

No estudo realizado por Duan et al. [112] a andlise de espectroscopia no

infravermelho com transformada de Fourier foi utilizada para verificacdo da predicéo
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conformacional da estrutura secundaria do peptideo purificado de transferrina do ovo. Os
resultados sugeriram que a conformagao do peptideo era baseada em B-folhas.

Li et al. [113] estudaram a influéncia do peso molecular médio nas propriedades
antioxidantes e funcionais de hidrolisados de colageno da cartilagem de Sphyrna lewini,
Dasyatis akjei e Raja porosa. As posicdes das bandas de FTIR para os coldgenos hidrolisados
foram quase inalteradas ap0s a hidrolise. Os autores justificaram este fato pela parcial ruptura
das estruturas secundarias dos hidrolisados de colageno, provocada pela digestdo de tripsina.
Entretanto, foi verificado que os hidrolisados apresentaram absorbancias integrais (a area das
bandas) menores comparados as suas proteinas de origem, sugerindo que o colageno foi
hidrolisado em polipeptidios.

3.5.2 Analise Multivariada: Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) é um método que possibilita a
interpretacdo multivariada de conjuntos de dados complexos por meio de gréficos bi- ou
tridimensionais [114], utilizando suas respectivas matrizes de variancias-covariancias ou de
correlacdes entre os parametros considerados. Trata-se de uma transformacao linear de todas
as variaveis originais em novas variaveis, onde a primeira nova variavel computada é
responsavel pela maior parte da variabilidade no conjunto de dados, a segunda pela maior
oscilacdo possivel restante, e assim continuamente até a explicacdo de toda a variagcdo do
conjunto [114-116].

Existem métodos supervisionados e ndo supervisionados. Nos métodos
supervisionados existe alguma informacéo inicial, contemplando a identidade das amostras
para a formacdo das classes. O objetivo deste metodo € desenvolver um modelo baseado nas
informagdes contidas nas amostras. Ja nos métodos ndo supervisionados ocorre a separagdo
sem a necessidade de informagdes iniciais sobre a natureza das amostras, sendo o objetivo
identificar agrupamentos naturais entre elas [117].

A PCA é utilizada para visualizar a estrutura dos dados, encontrar similaridades entre
amostras, detectar amostras andmalas (outliers) e reduzir a dimensionalidade através da
representacdo do conjunto de dados em um novo sistema de eixos, denominados componentes
principais (PC), permitindo a visualizacdo da natureza multivariada dos dados em poucas
dimensbes. No espaco original, as amostras sdo pontos localizados em um espaco n-
dimensional, sendo n igual ao nimero de variaveis. A PCA proporciona a redugdo da
dimensionalidade, onde as amostras passam a ser pontos localizados em espagos de

dimensdes reduzidas definidos pelas PCs (bi- ou tridimensionais) [108].
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A modelagem dos dados utilizando a PCA proporciona a visualizagdo dos principais
componentes em mais de duas dimensdes, além de ser um método robusto, possivel de

analisar dados ndo normais, possuindo alto desempenho [118].
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Efeito do ultrassom nas propriedades funcionais e estruturais de

hidrolisados de diferentes colagenos bovinos

RESUMO

Foi avaliado o efeito do ultrassom nas propriedades funcionais e estruturais de
hidrolisados de diferentes coldgenos bovinos. Para isso foram realizadas analises fisico-
quimicas, de composicao estrutural (espectroscopia na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier), de grau de hidrolise, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana. Houve diferenca significativa (p< 0,05) para umidade, cinzas, proteinas,
lipidios, pH, hidroxiprolina e coladgeno para as diferentes amostras brutas. Os hidrolisados
enzimaticamente com ultrassom prévio ou concomitante apresentaram maior quantidade de
bandas em niimero de onda (cm™) que as amostras hidrolisadas apenas com enzima ou com
ultrassom. As amostras fibra de coldgeno em po e fibra de coldgeno apresentaram os maiores
valores de proteinas (média de 8,94 e 8,06 mg/mL, respectivamente), mas ndo diferiram
guanto ao grau de hidrélise das amostras de gelatina 1 e gelatina 2. As amostras de
hidrolisado 1 e de hidrolisado 2 apresentaram baixos teores de proteinas (7,06 e 7,20 mg/mL,
respectivamente) e consequentemente 0s maiores valores de grau de hidrélise (9,99 e 10,3%,
respectivamente). As amostras de gelatina 1 e gelatina 2 apesar de terem apresentado valores
de proteinas baixos (médias de 7,48 e 7,69 mg/mL, respectivamente), ndo apresentaram
valores de grau de hidrdlise tdo significativos. A atividade antioxidante da amostra
hidrolisado 1 foi aumentada quando realizado o uso do ultrassom para as porcentagens de
enzima 0 e 16% e diminuida para 8%. O ultrassom independente da concentragdo enzimatica
proporcionou aumento da atividade antioxidante da amostra gelatina 2. Dentre os diferentes
tipos de colageno, independente do tipo de tratamento, 0s que apresentaram maior atividade
antioxidante foram os hidrolisados comerciais: hidrolisado 1 (43,6%) e hidrolisado 2 (41,6%),
sequidos das gelatinas, sendo as fibras as que apresentaram menor atividade antioxidante
analisando as médias de porcentagem de atividade antioxidante por colageno. A utilizacdo do
ultrassom no processo de hidrolise favoreceu a atividade antimicrobiana, isso pode ser
explicado pela melhor ligacdo do peptideo com a membrana celular bacteriana, inibindo o
crescimento de micro-organismos. Diante disso, pode-se concluir que o ultrassom foi eficaz

na hidrolise das amostras, proporcionando maior funcionalidade e rompimento estrutural.
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1. INTRODUCAO

Na aplicacdo do ultrassom, a onda sonora atravessa 0 meio causando uma série de
efeitos, dentre eles, modificacdes nos fendbmenos de transporte de calor e de massa. Estes
efeitos sdo explicados por varios mecanismos associados que podem variar dependendo do
ambiente em que a onda acustica se propaga [1], permitindo assim a modificacdo de produtos
ou processos [2, 3].

Pesquisas recentes mostraram que o ultrassom pode modificar a estrutura e as
propriedades funcionais das proteinas alimentares [4-7], principalmente de proteinas de
origem animal [8, 9]. Pode causar aumento na atividade enzimatica pela melhor ligacéo
substrato-enzima e exposi¢do do sitio ativo da enzima. Quando utilizado como pré-tratamento
e/ou concomitante ao processo de hidrélise, afeta as ligacbes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas, rompendo estruturas terciarias e quaternarias das proteinas devido aos efeitos de
cavitacdo. Essas modificacGes estruturais possibilitam o acesso da enzima a estrutura,
causando um aumento no grau de hidrdlise e da bioatividade [10].

H& um crescente interesse pelos processos de extracdo do colageno e seus derivados
[11] devido a tendéncia de utilizacdo desta proteina em substituicdo aos agentes sintéticos nos
mais diversos processos industriais e também por permitir uma maior valorizacdo dos
subprodutos do abate de animais de acougue. Os coldgenos compreendem uma grande e
diversificada familia de proteinas que sdo encontradas em todos os tecidos conjuntivos de
organismos multicelulares, principalmente em tenddes, cartilagens, ligamentos, mdsculos,
0ssos desmineralizados, sistema vascular e outros 6rgdos de vertebrados [12]. E a proteina de
origem animal encontrada em maior quantidade e representa aproximadamente 30% da
proteina total [13].

A partir de meados de 2000 comecaram a surgir pesquisas para obtencéo,
fracionamento e caracterizacdo de hidrolisados e peptideos de colageno [11] objetivando
avaliar as propriedades funcionais destes compostos. Os peptideos derivados de colageno
podem ser obtidos através da hidrolise enzimatica utilizando proteases animais ou vegetais
[14-16] aplicadas aos subprodutos do abate de bovinos permitindo agregar valor [14, 17]. Os
peptideos de colageno podem apresentar atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-
hipertensiva [18-20].
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As diferencas entre os diversos tipos de subprodutos de colageno (gelatina, fibra e
colageno hidrolisado) e a avaliagdo dos efeitos do ultrassom sobre a hidrdlise enzimatica, as
propriedades funcionais e estruturais dos hidrolisados proteicos ainda é pouco explorada,
havendo um amplo campo a ser estudado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
ultrassom nas propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes coldgenos

bovinos.

2. MATERIAIS E METODOS

Os diferentes tipos de coladgenos bovinos utilizados para obtencdo dos hidrolisados
proteicos estdo apresentados na Tabela 1. A Alcalase 2.4L® (Novozymes®) foi fornecida pela
empresa Tovanni Benzaquen Ingredientes (Sao Paulo, SP, Brasil) e os demais reagentes de
grau analitico (PA) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP,
Brasil).

2.1 Caracterizacdo fisico-quimica dos colagenos

As seguintes analises fisico-quimicas foram realizadas para caracterizacdo dos
colagenos: pH (determinacdo eletrométrica), lipidios (extracdo direta em Soxhlet), proteinas
(método Kjedahl modificado), umidade (a 105° C), cinzas (incineragdo a 550° C),
hidroxiprolina (espectrofotometria) e colageno (fator de correcdo 8,0), todas estas
metodologias conforme 1AL [24] e AOAC [25].

2.2 Tratamentos

Os diferentes tratamentos utilizados na obtencdo dos hidrolisados proteicos de
colageno bovino estdo evidenciados na Tabela 2.

As reacOes enziméticas foram conduzidas seguindo a metodologia utilizada por
Schmidt & Salas-Mellado [26] com algumas modificagdes, onde foram testados 8 e 16% de
enzima em relagdo ao substrato. Nas reacdes de hidrdlise foram utilizados 0s seguintes
equipamentos: banho ultratermostatico (Modelo SL152, poténcia de 2000 W, SOLAB,
Piracicaba, SP, Brasil), banho ultrassénico (Modelo ECO-SONICS — Q3.8/40A, poténcia de
88 W e frequéncia de 40 KHz, ULTRONIQUE, SERVYLAB, Sao Leopoldo, RS, Brasil) e
centrifuga COLEMAN (Modelo 90 — 1, Santo Andreé, SP, Brasil). Os hidrolisados foram
liofilizados em liofilizador TERRONI (Modelo LS3000, Sdo Carlos, SP, Brasil). Para o
tratamento EHU o tempo total de processo de hidrolise foi de duas horas, ja para o tratamento

UEH foi de quatro horas.
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2.3 Caracterizagao estrutural dos hidrolisados de colageno

A anélise de FTIR foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Demiate et
al. [27]. Foram analisadas apenas as amostras hidrolisadas com 8% de enzima Alcalase®,
quando da utilizacdo da mesma na hidrolise. Para analise foi utilizado espectrofotémetro no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) Shimadzu IR-21 Prestige (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo). Os espectros foram recolhidos na faixa de 4.000 - 400 cm™. As
pastilhas foram produzidas através da mistura de 100 mg de KBr e 2 mg de amostra

liofilizada, sendo prensados em uma prensa hidraulica Carver.

2.4 Determinagdo do grau de hidrolise dos hidrolisados de coldgeno

Para determinacdo do grau de hidrdlise utilizou-se 0 método biureto modificado,
conforme sugerido por Bernardini et al. [28]. A albumina bovina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda,
Sao Paulo, SP, Brasil) foi utilizada como padrdo para o método. O grau de hidrolise foi
calculado com base na quantidade de proteina dos colagenos brutos.

2.5 Determinacéo da atividade antioxidante dos hidrolisados de colageno

A atividade antioxidante foi avaliada através do método DPPH de Brand-Willians et
al. [29] modificado por Sanchez-Moreno et al. [30] para medir os parametros cinéticos. Foi
utilizado espectrofotometro UV (Modelo UV — M51, BEL Photonics, SERVYLAB, Séo
Leopoldo, RS, Brasil).

2.6 Determinacéo da atividade antimicrobiana dos hidrolisados de colageno

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pelo método indireto de
crescimento bacteriano em meio de cultura liquido [31]. Foram testadas apenas amostras
hidrolisadas com 8% de enzima Alcalase®, quando da utilizagdo da mesma na hidrélise. A
determinacdo da CIM foi realizada sobre bactéria Gram-negativa (Salmonella choleraesuis -
ATTC 10708) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATTC 6538), as quais foram
previamente crescidas em caldo Luria Bertani (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de levedura, 5
o/L NaCl) a 37 °C por 24 horas.

Ap0s o periodo de crescimento das culturas, foram inoculadas, em micro placas de
fundo chato, 10 uL de pré-inéculo de cada bactéria (102 UFC.mL™) em um volume final de
300 uL de caldo LB com as diferentes concentracdes das formulagdes de hidrolisados de
colageno previamente diluidas (15 a 30%). Posteriormente, as micro-placas foram incubadas a

35 °C por 24 horas em agitador eletromagnético (60 Hz). Antes e apds o periodo de
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incubacéo, O e 24 horas respectivamente, realizou-se a leitura da micro placa, utilizando-se o
leitor automéatico de micro placas (Bio-Teclnstruments Inc., modelo EL800), com
comprimento de onda pré-selecionado de 490 nm. A Concentracdo Inibitéria Minima foi
determinada como a menor concentracdo de hidrolisado de colageno que ndo gerou alteragédo

na turbidez, obtida pela diferenca entre as leituras realizadas em 24 e 0 horas.

2.7 Avaliacgao estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas dos colagenos foram submetidos a anélise
de variancia univariada (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia pelo programa Action® 2.9.

Os espectros de FTIR, depois de coletados, foram suavizados (15 pontos), a linha de
base foi corrigida, a zona de CO, removida e os dados foram normalizados usando o software
Shimadzu IRsolution 1.40. Em seguida, uma tabela com todos os dados foi construida,
utilizando o nimero de onda nas colunas e as amostras nas linhas.

Uma abordagem quimiométrica, incluindo a analise de componentes principais (PCA),
foi implementada no Pirouette v. 4.0 (Infometrix®, Bothell, WA, EUA). A analise foi
realizada na regi&o do espectro compreendendo de 500 a 1722 cm™, e o conjunto de dados foi
centrado na média e submetido a primeira derivada.

A PCA é uma técnica de reducdo de dados, a qual foi aplicada para verificar
diferencas entre as amostras e extrair informacgdes importantes dos espectros da FTIR. Foi
construido um grafico de dispersdo tridimensional para projetar as amostras [32].

Para avaliacéo estatistica dos dados de proteina (biureto), grau de hidrélise (biureto) e
atividade antioxidante (DPPH) foram realizados os seguintes experimentos:

Experimento 1 foi realizado para avaliar qual aplicagéo de ultrassom, previamente ou
concomitante, foi mais eficaz ao tratamento enzimatico. Efetuou-se analise do experimento
em parcelas subdivididas (split plot) com delineamento inteiramente casualizado, sendo os
diferentes colagenos distribuidos nas parcelas e as concentraces de enzimas (8 vs. 16%) e
aplicacdo de ultrassom (prévio vs. concomitante) e suas interagdes distribuidas ao acaso nas

subparcelas dentro de cada parcela, conforme o modelo estatistico (Eq. 1):
Yim =pu+a; +(ad)y + B +vi + (BY)ji + (af)yj + (ay)u + (@BY)ijk + €ijra 11

em que, Y, = valor observado na i-ésima parcela, [-ésima repeticdo e jk-ésima subparcela;
u = média geral da varidvel resposta; a; = efeito fixo do i-ésimo coladgeno; (ad); = efeito

residual das parcelas (erro A); g; = efeito fixo da j-ésima concentragdo enzimatica; y; =
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efeito fixo da k-ésima aplicacdo do ultrassom; (By);, = efeito fixo da interagdo entre a j-
eésima concentragdo enzimatica e a k-ésima aplicacdo do ultrassom; (af);; = efeito fixo da
interacdo entre o i-ésimo colageno e a j-ésima concentracdo enzimaética; (ay);, = efeito fixo
da interagdo entre o i-ésimo colageno e a k-ésima aplicagdo do ultrassom; (aBy);; = efeito
fixo da interacdo entre o i-ésimo colageno, a j-ésima concentracdo enzimatica e k-ésima
aplicacdo do ultrassom; ¢;;; = efeito residual das subparcelas (erro B) ou efeito aleatorio
associado a ijkl-ésima observagdo, suposto &y de(O, a?).

Experimento 2 foi conduzido para avaliar o efeito do coladgeno, concentracdo
enzimatica e aplicacdo ou ndo de ultrassom prévio. Efetuou-se andlise do experimento em
parcelas subdivididas (split plot) com delineamento inteiramente casualizado, sendo o0s
diferentes colagenos distribuidos nas parcelas e as concentracdes de enzimas (0, 8 e 16%) e
aplicacdo ou ndo de ultrassom (sem US vs. com US prévio) e suas interac@es distribuidas ao
acaso nas subparcelas dentro de cada parcela, conforme o modelo estatistico descrito acima.

Os dados foram sujeitos a investigacao de outliers a partir dos residuos estudentizados.
Posteriormente, foram submetidos a analise de variancia univariada (ANOVA) pelo
procedimento GLM, suas médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordinarios
como comando LSMEANS e comparadas pela diferenca minima significativa (teste t) ao
nivel de 5% de significancia. Além disso, foi realizada andlise de correlacdo de Spearman
entre as variaveis estudadas.

As analises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS®System for Windows™
versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary - NC, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos colagenos

Houve diferenca significativa (p<0,05) para umidade, cinzas, proteinas, lipidios, pH,
hidroxiprolina e colageno para as diferentes amostras de colagenos brutos (Tabela 3).

As amostras GEL e ROU apresentaram 0s maiores valores de umidade, o que é
explicado pelas diferencas no processo de secagem desses colagenos durante a producao
industrial. As amostras PEP, PTL e FP apresentaram valores intermediarios e semelhantes de
umidade.

Para cinzas a amostra que apresentou maior teor foi FP, enquanto que as demais

amostras apresentaram resultados semelhantes. A varia¢do no teor de cinzas entre as amostras
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pode ser explicada pelos diferentes tipos de matérias-primas utilizadas na extracdo desses
colagenos.

Em relacdo ao teor de proteina, a amostra PTL apresentou 0 maior valor e a amostra
FP, o menor. As gelatinas apresentaram valores semelhantes para o teor de proteinas. O teor
de proteinas dos colagenos é afetado pelo método de extracdo dos mesmos, sendo que
processos mais drasticos de extragdo resultam em menores teores de proteinas, pois afetam
severamente a estrutura protéica, quebrando-a em menores fragdes.

No presente estudo foram encontrados elevados teores de proteinas nos hidrolisados
de colageno, concordando com o estudo de Sila et al. [33], onde o hidrolisado de proteinas de
peixe (Barbus barbus) apresentou elevado teor de proteina (81,43 + 0,73%), o que foi
atribuido a solubilizacdo dessas durante a hidrolise, a remocéo de substancias ndo protéicas e
a remocado parcial dos lipidios ap6s a hidrdlise. O hidrolisado de proteinas de peixe apresentou
teor de gordura e de umidade igual a 10,53 + 0,11 e 2,21 + 0,09%, respectivamente. Em uma
pesquisa realizada com extratos de proteinas sarcoplasmaticas da carne de peito bovino e com
o hidrolisado do extrato foram encontrados teores de proteina iguais a 0,478 + 0,085 g de
proteina/g de amostra seca e 0,332 £+ 0,052 g de proteina/g de amostra seca, respectivamente
[28].

Analisando os valores médios de lipidios percebe-se que a amostra FB apresentou o
maior teor, seguida pela amostra FP, enquanto as demais amostras apresentaram valores
semelhantes. Essas diferencas sdo decorrentes do processo de producdo dos colagenos, onde,
anteriormente ao processo de extracdo, as matérias-primas passam por um pré-tratamento para
remocao de substancias nao colagenosas, dentre elas a gordura.

A amostra FB apresentou maior valor de pH, de 6,72. O pH final dos colagenos
depende das etapas utilizadas no processo de extracdo. Esse pH perto da neutralidade reflete
de uma etapa de correcdo do pH (neutralizagdo) no processo de extracdo da amostra FB.

Embora GEL e ROU sejam provenientes de fabricantes diferentes, as mesmas
apresentaram valores similares para as variaveis analisadas, provavelmente porque foram
obtidas de processos e matérias-primas semelhantes. O tratamento empregado, acido ou
alcalino, é o que determina o tipo de gelatina obtida, podendo-se obter dois tipos: a gelatina
tipo A (ponto isoelétrico em pH 8-9) e gelatina tipo B (ponto isoelétrico em pH 4-5) [34-15].
As amostras PEP e PTL apresentaram teores de proteinas e valores de pH distintos. As
amostras FB e FP, fabricadas pela mesma empresa, apresentaram valores dessemelhantes para
todas as caracteristicas fisico-quimicas, devido aos processos de producdo serem distintos.
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Um dos aminodcidos responsaveis pela manutencdo da estabilidade da tripla hélice
(estrutura secundéria do colageno) é a hidroxiprolina. Sua auséncia ou baixa concentra¢éo no
colageno faz com que este perca a conformacao de tripla hélice quando submetido a altas
temperaturas [15], prejudicando assim, as propriedades de gelificacéo.

As amostras de colageno que apresentaram maior teor de hidroxiprolina e colageno
foram os hidrolisados PTL e PEP. Estas amostras apresentaram teores praticamente iguais
para ambas as analises, provavelmente por serem fabricadas pela mesma industria e,
consequentemente, serem obtidas da mesma matéria-prima, entretanto submetidas a
tratamentos de extracdo diferentes, hidrdlise quimica e enzimética e hidrdlise parcial alcalina,
respectivamente. A amostra FB, por sua vez, apresentou o menor teor para ambos
componentes, 0 que se deve ao tratamento de extracdo dessa amostra ser mais drastico
(tratamento alcalino). Era esperado que as amostras apresentassem altos teores de
hidroxiprolina e de colageno, sendo que os valores encontrados variaram de 10,8 a 12,9 g/100
g para hidroxiprolina e de 86,3 a 100,0 g/100 g para colageno.

3.2 Caracterizacao estrutural dos hidrolisados de colageno bovino

A espectroscopia na regido do infravermelho € uma das analises experimentais mais
antiga e bem estabelecida para analisar a estrutura secundaria de polipeptidios e proteinas
[35].

Os resultados da analise de componentes principais (PCA) indicaram que as amostras
foram separadas em quatro grupos distintos de acordo com a similaridade das bandas (Fig. 1)
explicando 85,57% da variancia dos dados. Os hidrolisados FP HU, GEL HU e FB HU
agruparam-se no 1° quadrante, ja ROU HU, PEP HU e PTL HU agruparam-se entre 1° e 2°
guadrante; esses dois Ultimos por serem amostras ja hidrolisadas apresentaram menor
tamanho estrutural quando tratados com ultrassom. ROU UEH, GEL UEH, PEP UEH, PTL
UEH, PEP EH, ROU EH, FB EH, PTL EH e PTL EHU agruparam-se entre o 2° e 3°
quadrante, enquanto os hidrolisados FB UEH, GEL EH, PEP EHU, ROU EHU, FP EHU,
GEL EHU, FP UEH, FP EH e FB EHU agruparam-se no 3° quadrante. Para as amostras PEP,
ROU, GEL, PTL e FB o tratamento que resultou em maior rompimento estrutural foi o EHU,
ao passo que para FP foi o UEH.

Em estudo realizado por Duan et al. [36] também foi utilizada a analise de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, buscando-se a verificagéo da
predicdo conformacional da estrutura secundéria do peptideo purificado de transferrina do

ovo. Os resultados sugeriram que a conformacéo do peptideo era baseada em f-folhas.
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Os hidrolisados enzimaticamente com ultrassom prévio ou concomitante apresentaram
maior quantidade de bandas em nimero de onda (cm™) que as amostras hidrolisadas apenas
com enzima ou com ultrassom, indicando que esta tecnologia potencializou o processo de
hidrolise dessas amostras. 1sso ndo quer dizer que as menores estruturas resultaram em maior
atividade antioxidante, pois o que determina a maior atividade antioxidante € a capacidade da
molécula em capturar radicais livres. Pode-se inferir que cada tipo de colageno requer um
tratamento de hidrélise especifico, ndo tendo o mesmo efeito para amostras com propriedades

diferentes em decorréncia dos processos de obtencdo desses colagenos.

3.3 Resultados probabilisticos da avaliagdo do efeito do ultrassom prévio ou
concomitante ao processo de hidrolise enzimatica

Observou-se que o efeito do colageno, enzima, interacdo colageno x enzima foi
significativo (p<0,0001) para as variaveis proteina (ptn), grau de hidrélise (GH) e atividade
antioxidante (AA) (Tabela 4). O efeito da interacdo enzima x ultrassom foi significativo
(p<0,0001) para todas as variaveis, ou seja, o efeito do ultrassom na hidrélise dos diferentes
colagenos bovinos, de acordo com sua aplicacdo, pode ou ndo inibir a atividade enzimatica,
dependendo das condig¢des impostas ao meio.

Como se esperava, houve correlacdo negativa (p< 0,001) entre os valores de proteina
(ptn) e grau de hidrélise (GH) (r = -0,73) (Tabela 5). Os maiores teores de proteinas residuais
(apbs o processo de hidrolise) resultaram em menor grau de hidrélise. Este fato pode ser
explicado pela menor atuacdo da enzima durante o processo de hidrélise, a qual pode ter sido
afetada negativamente pelo ultrassom, pela quantidade excessiva de enzima no meio (inibigdo

por excesso de enzima) e a escassez de substrato.

3.4 Resultados médios totais de proteina (ptn), grau de hidrdlise (GH) e atividade
antioxidante (AA) sob efeito da interagéo enzima vs. ultrassom da avaliagéo do efeito
do ultrassom preévio ou concomitante ao processo de hidrdélise enzimatica

Avaliando o efeito do ultrassom prévio dentro das diferentes porcentagens de enzima
testadas (16 e 8%) verificou-se que o valor de proteina residual foi maior para 8% e menor
para 16% de enzima (Tabela 6). Essa diferenca no teor protéico se deve a maior quantidade
disponivel de enzima no meio para hidrélise do substrato.

As amostras tratadas com ultrassom prévio e 16% de enzima apresentaram menor teor
de proteina residual, significando que a aplicacdo prévia do ultrassom favoreceu a atuagao

enzimatica na hidrdlise (grau de hidrodlise igual a 6,23%), gerando peptideos com menores
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massas moleculares, entretanto isso ndo significa que peptideos com maior poder antioxidante
foram gerados. A utilizacdo de ultrassom como pré-tratamento ao processo de hidrolise
alterou a conformacéo das proteinas, facilitando o acesso da enzima, causando um aumento
no grau de hidrolise e na bioatividade. A alteracdo causada pelo ultrassom depende da
natureza da proteina e do seu grau de desnaturagdo e agregacao [7].

Resultados contrarios foram encontrados por Yu et al. [37], os quais verificaram que a
aplicacdo de ultrassom (278,8 £ 7,4 W, 40 kHz) durante 30-60 minutos, sob temperatura
controlada de 0-4 °C inibiu a atividade das enzimas a-amilase e papaina. Em contrapartida,
usando as mesmas condicGes de processo, a atividade da pepsina foi ativada. Esses efeitos
foram atribuidos as alteragdes na sua estrutura secundaria e tercidria. Em outro estudo estes
mesmos autores avaliaram a influéncia do ultrassom na atividade da tirosinase e os resultados
mostraram aumento da atividade da enzima ocasionado pela melhor liga¢do substrato-enzima
e exposicdo do sitio ativo da enzima [38].

O ultrassom concomitante ao processo de hidrolise ndo proporcionou variagdo nos
teores de proteina residual para as diferentes porcentagens de enzima testadas. O que se
esperava era que valores menores de proteina residual fossem encontrados, pois significaria
que durante o processo de hidrolise enzimatica fracdes peptidicas menores teriam sido
geradas. Em contrapartida, no estudo de O’Sullivan et al. [9] em que o ultrassom de alta
intensidade foi aplicado a proteina da clara do ovo (EWP), foi obtida uma reducdo no
tamanho da EWP com o aumento do tempo de sonicacdo. Tal efeito foi atribuido a
interrupcao das interacdes hidrofobicas e eletrostaticas. Além disso, tem sido observado que o
ultrassom aumenta a hidrofobicidade e a estabilidade da emulsdo de EWP [7, 9, 39].

A atividade antioxidante se mostrou maior para amostras hidrolisadas com 16% de
enzima e ultrassom prévio. Resultado semelhante foi encontrado por Knezevic-Jugovic et al.
[40] que compararam os efeitos do ultrassom e processamento de alta pressdo com didxido de
carbono sobre a hidrolise proteolitica de proteinas da clara do ovo e atividade antioxidante
dos hidrolisados obtidos. Os resultados encontrados pelos autores evidenciaram que a
combinacdo de ultrassom como pré-tratamento (1 hora, 30 kHz, pH 8,3) e a subsequente
hidrolise enzimatica com alcalase (50 °C e pH 8,0) aumentou a atividade antioxidante dos
hidrolisados obtidos.

Para avaliacdo do efeito dos diferentes tipos de colageno, da enzima e do ultrassom
sobre as diferentes varidveis analisadas escolheu-se o ultrassom prévio como tratamento,

sendo levado em consideracdo que o ultrassom concomitante ao processo de hidrélise
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enzimatica pode inibir ou prejudicar a atividade da enzima durante a hidrolise e que a

utilizacdo do ultrassom prévio resultou em maior grau de hidrolise e atividade antioxidante.

3.5 Valores probabilisticos do efeito do ultrassom (preévio), da enzima (0, 8 e 16%0) e dos
diferentes tipos de coldgeno para proteina, grau de hidrolise e atividade antioxidante
O efeito da interagdo colageno x enzima x ultrassom foi significativo (p< 0,001) para
todas as variaveis, ou seja, as variagdes nos valores medios das mesmas estdo diretamente
ligadas com o tipo de colageno, porcentagem de enzima e utilizacdo ou nao do ultrassom no
processo de hidrolise, podendo esses afetar diretamente a funcionalidade dos peptideos
gerados na hidrdlise (Tabela 7).
Como era esperado houve correlacdo negativa (p< 0,001) entre os valores de proteina
e grau de hidrélise (r = -0,73), teores maiores de proteina resultaram em menor grau de
hidrélise, mostrando menor atuacdo da enzima e do ultrassom frente ao substrato (Tabela 8).
Os valores de proteina e atividade antioxidante apresentaram correlacéo negativa (p<0,001) (r
= -0,45) representando que quanto maior for o valor de proteina menor a atividade
antioxidante, o que se deve ao menor nimero de peptideos gerados no processo de hidrolise.
Os valores de grau de hidrdlise e atividade antioxidante apresentaram correlacdo
positiva (p< 0,001) (r = 0,54), onde maiores valores de grau de hidrélise resultaram em
maiores valores de atividade antioxidante, ou seja, quanto mais hidrolisado foi o colageno
(dentro das condicbes testadas — hidrolise por ultrassom, hidrélise enzimatica, hidrolise
enzimatica assistida por ultrassom e tratados previamente com ultrassom e posterior hidrélise

enzimatica) maior foi a atividade antioxidante.

3.6 Resultados médios de proteina e grau de hidrdlise para as diferentes amostras de
hidrolisados de colageno sob efeito da interagdo ultrassom vs. enzima vs. colageno

A amostra FB bruta apresentou valor meédio de proteina igual a 8,21 mg/mL, j& quando
tratada com ultrassom seu teor de proteina reduziu para 7,62 mg/mL, representando grau de
hidrolise igual a 8,27% (Tabela 9). O decréscimo no valor de proteina foi provocado pela
cavitacdo do meio, a qual provoca o rompimento da estrutura protéica, gerando fracfes
menores. Para a amostra FB o ultrassom prévio foi benéfico ao processo de hidrolise, o que
pode ser explicado pela capacidade do ultrassom em romper moléculas facilitando a ligacéo
enzima/substrato.

Bernardini et al. [28] testaram extratos de proteinas sarcoplasmaticas da carne de peito

bovino e o hidrolisado dos extratos quanto ao seu teor peptidico, utilizando o ensaio de
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biureto a uma concentracdo de 20 mg/mL para andlise. O teor de proteina expresso como
média e desvio padrdo das proteinas sarcoplasmaticas foi de 12,68 + 1,48ug/ul, o teor de
proteinas do hidrolisado foi de 2,90 &+ 0,75 pg/uL. Diniz & Martin [41] estudaram o efeito do
pH, da temperatura e a propor¢do de enzima/substrato no grau de hidrdlise de proteina de
musculo de cagdo com a enzima alcalase e encontraram 15,6% de grau de hidrolise com uma
concentracdo de enzima/substrato 2%.

A amostra FP tratada com 0 e 8% de enzima e sem utilizacdo de ultrassom apresentou
valores de proteina iguais a 8,79 e 8,16 mg/mL respectivamente, ja quando tratada com
ultrassom o teor de proteina aumentou para 9,58 e 10,2 mg/mL, esse aumento do teor proteico
das amostras pode ser justificado pela melhor diluicdo do substrato ap6s a hidrdlise, pois a
amostra de FP bruta possui baixa solubilidade. A utilizacdo do ultrassom na hidrélise
enzimatica da amostra FP ndo favoreceu a quebra das proteinas em fracbes menores, apenas a
utilizacdo de 8% de enzima. Para as amostras de FP tratadas com 0 e 16% de enzima a
utilizacdo ou ndo do ultrassom levou a valores de grau de hidrélise semelhantes, mas para 8%
de enzima ocasionou valores distintos, onde a amostra tratada sem ultrassom apresentou grau
de hidrélise igual a 7,18%, enquanto que a amostra tratada com ultrassom ndo sofreu
hidrélise. A amostra FP apresentou maior grau de hidrdlise quando ndo tratada com
ultrassom, diferentemente da amostra de FB.

A utilizacdo de ultrassom na hidrolise da amostra PEP, independente da porcentagem
de enzima utilizada, proporcionou a geracdo de valores de proteina residual e grau de
hidrolise semelhantes a ndo utilizacdo de ultrassom, entretanto valores maiores de enzima
resultaram em menores teores de proteina residual e maiores valores de grau de hidrolise.

Para a amostra PTL a utilizacdo ou ndo de ultrassom gerou teores de proteina residual
semelhantes quando utilizado as porcentagens de enzima de 0 e 16. Ja a combinacgéo de 8% de
enzima e ultrassom prévio provocaram o aumento de proteina residual, ou seja, a hidrdlise
ocorreu em menor extensdo. Foi evidenciado que quanto maior a concentracdo de enzima
utilizada na hidrolise, menor o teor de proteina residual da amostra, mostrando que a hidrolise
de proteinas maiores ocorreu. O ultrassom néo interferiu no valor de grau de hidrélise da
amostra PTL tratada com 0% de enzima, mas para os tratamentos com 8 e 16% de enzima
interferiu. A amostra PTL tratada com 16% de enzima e com ultrassom apresentou maior
valor de grau de hidrolise. Entdo, pode-se verificar que o ultrassom e as maiores
concentrages de enzima no processo de hidrélise dessa amostra resultaram em valores

maiores de grau de hidrdlise.
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Os teores de proteina para a amostra GEL, quando tratada com 0 ou 16% de enzima,
foram semelhantes quanto a utilizacdo ou ndo do ultrassom. J& a utilizacdo de 8% de enzima e
do ultrassom acarretou na diminui¢do do teor protéico da amostra, mostrando maior eficiéncia
do processo. O ultrassom proporcionou maiores valores de grau de hidrdlise para as amostras
de GEL tratadas com 0 e 8% de enzima. A utilizagdo ou ndo do ultrassom na hidrdlise das
amostras de GEL tratadas com 16% de enzima proporcionou valores de grau de hidrélise
semelhantes. Maiores valores de grau de hidrdlise para a amostra GEL foram proporcionados
pelo uso do ultrassom ao processo de hidrolise.

A porcentagem de 16% de enzima proporcionou maior hidrdlise da amostra de ROU
do que as demais porcentagens. Os resultados evidenciam que a utilizacdo de ultrassom e de
concentracdo de enzima igual a 16% proporcionaram a amostra ROU maior valor de grau de
hidrolise. O ultrassom foi benéfico para aumentar o grau de hidrélise para a amostra ROU.

Gimenez et al. [42] também evidenciaram aumento no grau de hidrélise utilizando no
processo enzima alcalase. Realizaram a hidrdlise de amostras de gelatinas de linguado e lulas
a 50 °C durante trés horas, e obtiveram grau de hidrdlise entre 35 e 50%. Os autores relatam
que as velocidades de hidrdlise foram elevadas na fase inicial (15-20 min) e depois
diminuiram gradualmente até atingir uma fase estacionaria, quando nenhuma hidrdlise
aparente ocorreu.

As amostras FP e FB apresentaram os maiores valores de proteinas, provavelmente
por serem amostras brutas, sem terem passado por nenhum processo de hidrolise anterior, mas
ndo diferiram quanto ao grau de hidrdlise das amostras GEL e ROU. As amostras PTL e PEP
apresentaram baixos teores de proteinas e consequentemente 0os maiores valores de grau de
hidrolise apesar de ja terem passado por processo de hidrolise, 0 que mostra que as mesmas
encontravam-se mais biodisponiveis ao processo de hidrélise enziméatica e que o ultrassom
favoreceu o processo. As amostras GEL e ROU apesar de terem apresentado valores de
proteinas baixos, ndo apresentaram valores de grau de hidrdlise tdo significativos como se
esperava.

A atividade especifica da enzima esta relacionada com o grau de hidroélise, ou seja,
guanto maior a atividade da enzima maior a quebra das proteinas em peptideos menores,
entretanto o controle do grau de hidrélise deve ser rigido, pois valores muito altos prejudicam
as propriedades funcionais dos hidrolisados [43]. O ultrassom, de uma forma geral,
proporcionou 0s maiores graus de hidrdlise o que evidéncia que sua utilizacdo é benéfica ao

processo de hidrélise de diferentes tipos de colageno.
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3.7 Resultados médios de atividade antioxidante para as diferentes amostras de
hidrolisados de colageno sob efeito da interagdo ultrassom vs. enzima vs. colageno

Para as amostras FB e FP a utilizacdo de ultrassom no processo de hidrolise
enzimatica nao foi interessante, pois 0 mesmo resultou em menores valores de atividade
antioxidante ou em valores semelhantes quando comparado a ndo utilizagédo deste (Tabela 9).
Ja a utilizacdo de enzima na hidrolise dessas amostras proporcionou maiores valores de
atividade antioxidante. O ultrassom ndo provocou 0 aumento da atividade antioxidante das
amostras PEP e GEL, entretanto pode-se verificar que a concentracdo enzimatica de 16%
gerou valores maiores de atividade antioxidante. A atividade antioxidante da amostra PTL foi
aumentada quando realizado o uso do ultrassom para as porcentagens de enzima 0 e 16% e
diminuida para 8%.

Para as amostras de ROU, tratadas com 8 e 16% de enzima, o ultrassom proporcionou
maiores valores de atividade antioxidante. O ultrassom foi benéfico no aumento da atividade
antioxidante da amostra ROU. Para as demais amostras sua utilizacdo ndo levou ao aumento
da atividade antioxidante.

Dentre os diferentes tipos de colageno, independente do tipo de tratamento, 0s que
apresentaram maior atividade antioxidante foram os hidrolisados, PTL e PEP (amostras com
estruturas protéicas menores e mais biodisponiveis para hidrolise), seguidos das gelatinas
(amostras parcialmente hidrolisadas em meio alcalino, tratamento dréstico), sendo as fibras
(amostras com estruturas protéicas maiores, mais integras) as que apresentaram menor
atividade antioxidante analisando as médias de porcentagem de atividade antioxidante por
colageno.

Kangsanant et al. [44] utilizaram tratamentos com ultrassom parecidos com os do
presente trabalho. Os autores estudaram a aplicagdo do ultrassom de alta intensidade como
pré-tratamento e concomitante a hidrélise da proteina muscular de tildpia com a enzima
Flavourzyme® e o seu efeito sobre a bioatividade dos hidrolisados obtidos, tais como a
atividade antioxidante e anti-inflamatoria. Ao contrario do presente trabalho, o pré-tratamento
com ultrassom de alta intensidade (70 W), 30 e 45 min, combinado com hidrdlise
convencional se mostrou a condicdo ideal para a produgdo de hidrolisados de tilpia com
atividade inibidora de 6xido nitrico e antioxidante (in vitro). J& a atividade antioxidante
encontrada por Bernardini et al. [28] para hidrolisado de proteinas sarcoplasmaticas da carne
de peito bovino utilizando o método de analise DPPH foi de 18,68 + 2,78%.

Nos peptideos com alta atividade antioxidante sdo encontrados residuos de histidina,

prolina, tirosina, metionina, cisteina, sendo as propriedades antioxidantes intrinsecas a cada
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residuo de aminodcido. A histidina, aminoacido considerado como o de maior atividade
antioxidante, tem sua propriedade antioxidante associada ao grupo imidazol e a cisteina, ao
grupo tiol [45]. Aminoacidos como a alanina, leucina e glicina também foram encontrados nas
sequéncias de peptideos antioxidantes [46, 47].

O presente estudo ndo realizou a purificagdo dos hidrolisados, diferentemente do
estudo realizado por Rajapakse et al. [48], onde o peptideo purificado obtido de derivados de
mexilhdo azul marinho (Mytilus edulis), com sequéncia de aminoacidos His-Phe-Gly-Asp-
Pro-Phe-His, apresentou atividade antioxidante de 72%, sendo utilizado 0 mesmo método de
andlise do presente estudo, ou seja, 0 ensaio de inibicdo do radical 2,2-difenil-1picrilhidrazil
(DPPH). Peptideos purificados de 1 a 10 kDa obtidos por Wang et al. [49], a partir de
hidrolisados da clara do ovo em pd, apresentaram atividade antioxidante (método de analise
DPPH) igual a 62,64%.

3.8 Resultados de atividade antimicrobiana para os hidrolisados de colageno

Para a inibicdo da bactéria Gram-negativa Salmonella choleraesuis as amostras que se
mostraram mais eficazes foram FB UEH, PTL EH e ROU EHU, concentracdo de amostra
igual a 20%, e para a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus foram FB EHU, PEP
EHU e ROU EH, concentracdo de amostra igual a 17,5% (resultados ndo mostrados).

A utilizacdo do ultrassom no processo de hidrélise favoreceu a atividade
antimicrobiana, o que pode ser explicado pela melhor liga¢do do peptideo com a membrana
celular bacteriana, inibindo o crescimento de micro-organismos.

No estudo realizado por Rocha et al. [50], os quais testaram filmes a base de proteinas
de anchoita (Engraulis anchoita) junto a acidos organicos frente a bactéria Staphylococcus
aureus, ndo foi encontrada zona de inibigdo do micro-organismo, diferentemente do presente
estudo. Os micro-organismos podem utilizar o nitrogénio presente nos aminoacidos como
fonte de nutriente, metabolizando nucleotideos, peptideos e proteinas complexas. As enzimas
secretadas pelas bactérias podem hidrolisar uma vasta variedade de substratos protéicos [51].
Os peptideos purificados podem atuar como inibidores ou ativadores do crescimento de
micro-organismos, 0s quais podem ser utilizados como fonte de carbono, o qual favorece o

crescimento bacteriano [52].

4. CONCLUSAO
O ultrassom foi benéfico na hidrolise estrutural dos colagenos. O ultrassom

concomitante ao processo de hidrdlise enzimatica das amostras hidrolisado 1, gelatina 2,
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gelatina 1, fibra e hidrolisado 2 proporcionou maiores quantidades de bandas em nimero de
onda (cm™), ja para a amostra fibra p6 foi o ultrassom prévio.

O ultrassom prévio e a concentracdo enzimatica de 16% se mostraram mais eficazes
no processo de hidrdlise das amostras, conferindo-as melhores resultados de grau de hidrolise
e atividade antioxidante. O tratamento que proporcionou maior atividade antioxidante para as
amostras fibra p6 e fibra foi o sem ultrassom e com 8% de enzima, ja para as amostras
gelatina 1, hidrolisado 2, gelatina 2 e hidrolisado 1 foi o com ultrassom prévio e 16% de
enzima. Os resultados evidenciaram que nem sempre maior grau de hidrdélise resulta em maior
atividade antioxidante, pois valores muito altos podem prejudicar as propriedades funcionais
dos hidrolisados, todavia isso depende diretamente do tipo de amostra utilizada e do processo
de obtencdo destas.

As amostras que mostraram maior atividade antimicrobiana frente a Salmonella
choleraesuis foram fibra tratada com ultrassom previamente a hidrélise enzimatica,
hidrolisado 2 hidrolisado enzimaticamente e gelatina 2 hidrolisada com enzima e ultrassom
concomitante. Para Staphylococcus aureus foram a fibra e o hidrolisado 1, hidrolisados com
enzima e ultrassom concomitante e gelatina 2 hidrolisada enzimaticamente, mostrando que o
ultrassom favoreceu a ligacdo do peptideo com a membrana celular bacteriana inibindo o
crescimento de micro-organismos.

Diante disso, pode-se concluir que o ultrassom potencializou a hidrélise das amostras,

proporcionando maior funcionalidade e rompimento estrutural.
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Tabela 1 — Diferentes tipos de coladgenos bovinos utilizados para obtencéo de hidrolisados proteicos.

c-lc_)ilgge(:li) Nome/Sigla Fabricante Descricéo
Fibra natural Fibra/FB Novaprom Food Tamanho de particula entre 1,80 e 1,92 mm, extraida de pele bovina
Ingredients Ltda (Lins — por tratamento alcalino, pH entre 7 € 9,5
SP - Brasil)
Fibra em po Fibra po/FP Novaprom Food Tamanho de particula entre 0,45 e 0,57 mm, extraida de pele bovina
Ingredients Ltda (Lins — por tratamento alcalino, pH entre 7 ¢ 9,5
SP- Brasil)
Gelatina 1 Gelita®/GEL Gelita do Brasil Ltda Extraida de couro ou de diversas matérias-primas por hidrolise parcial
(Cotia — SP- Brasil) alcalina (tratamento dréstico), 236 g de Bloom; 40 mP de viscosidade;
11% de umidade; pH 5,6; <= 2% de cinzas
Gelatina 2 Rousselot®/ROU Rousselot Gelatinas do Extraida de couro ou de diversas matérias-primas por hidrolise parcial
Brasil Ltda (Amparo — SP- alcalina (tratamento drastico), 250g de Bloom; 3,8 mP de viscosidade;
Brasil) 12,4% de umidade; pH 5,5; <=2% de cinzas
Hidrolisado 1 Peptiplus®/PTL Gelita do Brasil Ltda Extraido de couro bovino/ pele suina por hidrolise quimica +
(Cotia — SP- Brasil) enzimatica, 39 mP de viscosidade; 5,9% de umidade; 92,1% de
proteinas; pH 5,7; <=2% de cinzas
Hidrolisado 2 Peptan B®/PEP Rousselot Gelatinas do Extraido de couro bovino/ pele suina por hidrolise quimica +

Brasil Ltda (Amparo — SP-
Brasil)

enzimatica, 4 mP de viscosidade; 7,2% de umidade; 92,15% de

proteina; pH 6; 0,65% de cinzas

Fonte: [21-23].
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados para obtencdo dos hidrolisados proteicos de colageno

bovino.
Sigla Descricdo dos tratamentos
CcC Colagenos brutos
HU Hidrolise por ultrassom
EH Hidrolise enzimética
EHU Hidrdlise enzimatica assistida por ultrassom
UEH Tratados previamente com ultrassom e posterior hidrolise enzimatica




Tabela 3 — Teores médios de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, pH, hidroxiprolina e colageno para os diferentes tipos de colageno.

Tipo de Umidade Cinzas Proteinas Lipidios H Hidroxiprolina Colageno
colageno* (%) (%) (%) (%) P g/100 g** g/100 g

FB 0,96°+0,39 1,24°+0,77 87,7°+0,43 3,372+0,01 6,722+0,02 10,8°+0,06 86,3"+0,51

FP 3,51%+0,12 3,20%+2,29 84,4°+0,85 3,14°+0,06 6,26°+0,02 11,3°+0,16 90,6°+1,24
PEP 7,59%°+0,09 0,72°+0,28 87,3°+0,28 0,53°+0,03 6,46°+0,01 11,4°+0,28 91,2°+2,26
PTL 5,51%°+0,51 0,57°+0,21 91,0%+0,29 0,58°+0,01 5,629+0,02 12,9%+0,04 100,0%+0,34
GEL 10,6%+0,09 0,56°+0,22 86,3°°+0,54 0,53°+0,01 5,60%+0,03 12,9°+0,14 100,0%+1,13
ROU 10,6%+5,09 0,61°+0,13 86,3°°+0,80 0,54°+0,03 5,35°+0,02 11,4°+0,15 91,2°+1,19

Médias seguidas por letras minGsculas distintas na mesma linha diferem (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey. *FB — fibra natural de colageno; FP — fibra de colageno em po;

PTL — colégeno hidrolisado 1; PEP — colageno hidrolisado 2; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. **Valores informados pelas indUstrias fabricantes das amostras.
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Fig. 1 Disperséo tridimensional da parcela obtida pela PCA com base na regido 500-1722 cm
-1

FB - fibra natural de colageno; FP — fibra de coldgeno em pé; PTL — coldgeno hidrolisado 1; PEP — colageno
hidrolisado 2; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. HU — hidrolise por ultrassom; EH — hidrolise enzimatica;
EHU - hidrélise enzimética assistida por ultrassom; UEH — tratados previamente com ultrassom e posterior
hidrdlise enzimatica.
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Tabela 4 - Valores probabilisticos para avaliar o efeito do ultrassom prévio ou concomitante a
aplicacdo da enzima Alcalase® sobre as variaveis proteinas (mg/mL), grau de hidrélise (%), e

atividade antioxidante (%).

Efeitos ptn GH AA
Colageno 0,0001 0,0001 0,0001
Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Ultrassom 0,1075 0,0001 0,0090
Enzima x Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0001
Coléageno x Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Colageno x Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0001
Colageno x Enzima x Ultrassom 0,0001 0,0294 0,0001
Média 7,79 4,42 44,8
CcVv 1,35 0,57 14,9

ptn — proteina; GH — grau de hidrolise e AA — atividade antioxidante. CV (%) — coeficiente de variagao.
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Tabela 5 - Coeficientes da correlagdo de Spearman entre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrolise (%) e atividade antioxidante (%) dos hidrolisados de colageno.

ptn GH AA
ptn -0,73*** -0,15"™
GH 0,13™

AA

ptn — proteina; GH — grau de hidrdlise e AA — atividade antioxidante. ™N&o significativo (p>0,05);
*Significativo (p<0,05); **Significativo (p<0,01); ***Significativo (p<0,001).
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Tabela 6 — Resultados médios de proteina, grau de hidrdlise e atividade antioxidante para as
amostras de hidrolisados de colageno, avaliando a interagdo enzima vs. ultrasssom.
Ultrassom

Enzima, % — - Meédia enzima
Previo Concomitante
. L 8 8,07*" 7,85° 7,96
n, mg/m
P d 16 7,688 7,822 7,75
Média ultrassom 7,88 7,84
8 3,43° 3,698 3,56
GH, % A bA
16 6,23? 4,62 5,42
Média ultrassom 483 4,15
8 30,7°® 47,6° 39,1
AA, % A b
16 52,92 451 490
Média ultrassom 418 46,3

ptn — proteina; GH — grau de hidrdlise e AA — atividade antioxidante. Médias seguidas por letras mindsculas
distintas na mesma linha diferem (p<0,05) entre ultrassom pelo teste “t”. Médias seguidas por letras mailsculas
distintas na mesma coluna diferem (p<0,05) entre enzima pelo teste “t”.
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Tabela 7 - Valores probabilisticos para avaliacdo do efeito do ultrassom (sem ou com), da
enzima (0, 8 e 16%) e dos diferentes tipos de coldgeno sobre as variaveis proteina (mg/mL),
grau de hidrdlise (%) e atividade antioxidante (%).

Efeitos ptn GH AA
Colageno 0,0001 0,0001 0,0001
Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Ultrassom 0,1299 0,0002 0,6347
Enzima x Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0726
Colageno x Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Coléageno x Ultrassom 0,0001 0,0004 0,0095
Colageno x Enzima x Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0002
Média 7,88 3,10 36,9
CcVv 2,12 1,40 26,6

ptn — proteina; GH — grau de hidrolise e AA — atividade antioxidante. CV (%) — coeficiente de variagao.
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Tabela 8 - Coeficientes da correlacdo de Spearman entre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrolise (%) e atividade antioxidante (%) dos hidrolisados de colageno.

ptn GH AA
ptn _0’73*** _0’45***
GH 0,54%%*

AA

ptn — proteina; GH — grau de hidrdlise e AA — atividade antioxidante. ™N&o significativo (p>0,05);
*Significativo (p<0,05); **Significativo (p<0,01); ***Significativo (p<0,001).
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Tabela 9 — Resultados médios de proteina, grau de hidrolise e atividade antioxidante para as diferentes amostras de hidrolisados de colageno.

Colageno™* Enzima, US prévio* Média Média US prévio* Média Média US prévio* Média Média
g % Sem  Com enzima colégeno Sem Com enzima colageno Sem Com enzima colédgeno
Proteina, mg/ml Grau de Hidrolise, % Atividade Antioxidante, %
0 8,218 762 7,92 0,00"® 8,27% 4,1 7,13% 1058 8,83
FB 8 7,97% 7,968 7,96 8,06° 2,92% 3,068 2,99 2,378 535%  41,7° 47,6 32,178
16 8,37 828" 8,32 0,008 0,00¢ 0,00 56,1  23,3"8 39,7
Média ultrassom 8,18 7,95 0,97 3,75 38,9 25,2
0 8,79 9,58% 9,21 0,00¢ 0,628 0,31 21,7% 12,08 17,3
FP 8 8,16°° 10,2* 9,17 8,04" 7,184 0,00°® 3,59 2,638 4324 2538 34,2 28,5°
16 8,518 8,38 8,44 3,278 4,73% 4,00 28,2"8 39 7A 33,9
Média ultrassom 8,49 9,40 3,48 1,78 31,0 25,9
0 8,02  7,93" 7,98 0,00¢ 1,36 0,68 37,38 3108 34,1
PEP 8 7814 7,737 7,77 7,81¢ 2,748 3,778 3,26 4,36" 3518 343" 34,7 41,6"8
16 7,385 7,208 7,29 8,00" 10,3* 9,15 52,94  59,1° 56,0
Meédia ultrassom 7,74 7,62 3,58 5,14 41,8 415
0 7,80 7,80" 7,80 0,008 1,348 0,67 16,6°®  39,3%® 27,9
PTL 8 7,31 7.61% 7.46 7,68° 6,76 3,39 5,08 4,78% 55,24 2548 40,3 436"
16 7,27 7,06 7,17 7,19 9,99 8,59 59,9 649" 62,4
Média ultrassom 7,46 7,49 4,65 4,90 43,9 43,2
0 798" 7,80 7,89 0,00™® 2,85° 1,42 15,08 18,48 16,7
GEL 8 8,01** 7,63° 7,82 7,48° 0,00™® 4,36° 2,18 2,36° 430" 37,18 40,0 39,6"8
16 7698 7,73 7,71 3,73A 3,23 3,48 58,00 66,2 62,1
Meédia ultrassom 7,89 7,72 1,24 3,48 38,6 40,6
0 789" 7,737 7,81 0,00"® 2,82% 1,41 19,18 154° 17,2
ROU 8 7834 7,727 7,78 7,69 0,828 2,168 1,49 2,678 26,28 47,0%® 36,6 36,118
16 7,538 7,448 7,49 457" 5,674 512 446" 64,34 54,4
Meédia ultrassom 7,75 7,63 1,80 3,55 29,9 422

Média geral ultrassom 7,92 7,97 2,62 3,77 37,4 36,4
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**FB — fibra de colageno; FP — fibra de colageno em pd; PTL — colageno hidrolisado 1; PEP — colageno
hidrolisado 2; GEL - gelatina 1; ROU - gelatina 2. Médias seguidas por letras minUsculas distintas na mesma
linha diferem (p<0,05) entre ultrassom pelo teste “t”. Médias seguidas por letras mailsculas distintas ha mesma
coluna diferem (p<0,05) entre enzima ou coldgeno pelo teste “t”.
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Propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes
colagenos bovinos obtidos através da hidrélise enzimatica (Flavourzyme®)

assistida por ultrassom

RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar as propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados
de diferentes coldgenos bovinos obtidos através da hidrélise enzimética (Flavourzyme®)
assistida por ultrassom. Foram avaliadas as caracteristicas estruturais (espectroscopia na
regido do infravermelho com Transformada de Fourier), grau de hidrolise, atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana dos hidrolisados. A utilizacdo do ultrassom prévio ou
concomitante potencializou a hidrolise enzimatica das amostras, gerando maior quantidade de
bandas em niimero de onda (cm™). A amostra hidrolisado 1 foi a que apresentou menor média
geral de grau de hidrdlise (13,7%), porém foi a que apresentou maior media geral de atividade
antioxidante (43,6%), enquanto o hidrolisado da amostra fibra p6 foi o que apresentou menor
média geral de atividade antioxidante, de 20,9%. Os hidrolisados das amostras fibra, gelatina
1 e gelatina 2 apresentaram valores médios gerais de atividade antioxidante semelhantes, 28,6,
29,4 e 29,0%, respectivamente. Para as amostras fibra, hidrolisado 1, gelatina 1 e gelatina 2,
analisando apenas a funcionalidade dos hidrolisados gerados, o melhor tratamento foi a
hidrolise enzimaética, enquanto para fibra p6 e hidrolisado 2 foi a hidrélise por ultrassom. A
menor concentracdo inibitdria das bactérias Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus
encontrada para alguns hidrolisados foi de 10%. A utilizacdo da enzima Flavourzyme® e do
ultrassom no processo de hidrélise beneficiaram a atividade antimicrobiana dos hidrolisados,
0 que pode ser explicado pelo favorecimento da ligacdo do peptideo com a membrana celular
bacteriana, inibindo o crescimento de microrganismos. Diante disso, pode-se concluir que a
hidrélise enzimatica (Flavourzyme®) possibilitou a hidrélise das amostras, proporcionando
rompimento estrutural e maior funcionalidade aos hidrolisados de diferentes colagenos

bovinos.

Palavras-chave: Flavourzyme®, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, FTIR, grau

de hidrdlise, ultrassom.
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1. INTRODUCAO

Os colagenos podem ser encontrados em todos os tecidos conjuntivos de organismos
multicelulares, principalmente em tendfes, cartilagens, ligamentos, musculos, 0ss0s
desmineralizados, sistema vascular e outros 6rgdos de vertebrados, compreendendo uma
grande e diversificada familia de proteinas [1], sendo esta a proteina de origem animal mais
encontrada, representando aproximadamente 30% do total de proteinas [2]. As pesquisas que
envolveram a obtencdo, fracionamento e caracterizacdo dos hidrolisados e peptideos de
colageno [3] focaram nas propriedades funcionais destes compostos. A hidrdlise enzimatica
através de proteases animais ou vegetais [4-6] aplicada a subprodutos do abate de bovinos
possibilita a obtencdo de peptideos derivados do colageno, agregando valor a esses residuos
[4, 7].

A especificidade, o controle do grau de hidrdlise, as condigdes moderadas de acdo e o
menor contetdo de sal no hidrolisado final sdo algumas das vantagens da utilizacdo de
proteases especificas na hidrdlise de colagenos. Néo obstante, as enzimas podem ser usadas
em menores quantidades e ndo necessitam de remocao ao final do processo [8]. Para aumentar
as propriedades funcionais das proteinas através da modificacdo estrutural é feita a hidrdlise
enzimética, devido esta possuir a capacidade de modificar uma variedade de grupos
funcionais [9, 10]. A enzima Flavourzyme® tem sido bastante usada para obtencdo de
hidrolisados protéicos com propriedades funcionais [11]. Ela pode atuar sob condicdes
neutras ou ligeiramente acidas de hidrolise, se tratando de uma protease flngica complexa, a
qual é oriunda da fermentacdo submersa de uma linhagem especifica de Aspergillus oryzae
sem modificagdo genética [12].

Estudos relatam que os peptideos de colageno podem apresentar atividade
antimicrobiana, antioxidante e anti-hipertensiva [13-15]. Esses peptideos bioativos sdo
definidos como uma sequéncia de aminoacidos inativos quando presentes no interior da
molécula de proteina, passando a exercerem determinadas atividades bioldgicas a partir do
momento em que séo liberados através da hidrolise quimica e/ou enzimatica. Geralmente séo
peptideos com 3 a 20 aminodcidos, liberados no processo de industrializacdo de alimentos ou
ainda durante a digestéo gastrointestinal [3, 7].

O ultrassom esta sendo muito utilizado para modificar a estrutura e as propriedades
funcionais das proteinas alimentares [16-19], principalmente de proteinas de origem animal
[20, 21]. Isso se deve a capacidade do mesmo em causar modificagdes nas proteinas e na
atividade enzimatica, melhorando a ligacdo substrato-enzima e exposicdo do sitio ativo da

enzima, proporcionando assim, o aumento da atividade. A utilizacdo do ultrassom como pré-



78

tratamento ou concomitante ao processo de hidrélise provoca o rompimento de estruturas
terciérias e quaternarias das proteinas, isso é provocado pelos efeitos da cavitacdo no meio,
consequentemente essas alteracGes estruturais facilitam o acesso da enzima a estrutura
protéica, provocando o aumento da hidrélise e da bioatividade [22]. Entretanto, a aplicacdo do
ultrassom no processo enzimatico pode causar efeitos adversos a conformacao da enzima e a
sua atuacdo no processo de hidrolise.

As diferencas entre os diversos tipos de subprodutos de colageno (gelatina, fibra e
colageno hidrolisado) e a avaliacdo dos efeitos da hidrdlise enziméatica com a enzima
Flavourzyme® assistida por ultrassom sobre as propriedades funcionais e estruturais dos
hidrolisados proteicos ainda foi pouco explorada, o que permite um amplo campo a ser
estudado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da hidrolise enzimatica
(Flavourzyme®) assistida por ultrassom nas propriedades funcionais e estruturais de

hidrolisados de diferentes colagenos bovinos.

2. MATERIAIS E METODOS

Para obtencdo dos hidrolisados proteicos foram utilizados diferentes colagenos
bovinos, o0s quais estdo apresentados na Tabela 1. A Flavourzyme 1000L® (Novozymes®) foi
fornecida pela empresa Tovanni Benzaquen Ingredientes (Sdo Paulo, SP, Brasil) e os demais
reagentes de grau analitico (PA) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda (S&o
Paulo, SP, Brasil).

2.1 Tratamentos de hidrolise

Foram realizados diferentes tratamentos para obtencdo dos hidrolisados protéicos de
colageno bovino, os quais podem ser evidenciados na Tabela 2.

As reacdes enziméticas foram conduzidas seguindo a metodologia utilizada por
Schmidt & Salas-Mellado [26] com algumas modificacdes, foi utilizado 8% de enzima em
relacdo ao substrato. Nas reagOes de hidrdlise foram utilizados os seguintes equipamentos:
banho ultratermostatico (Modelo SL152, poténcia de 2000 W, SOLAB, Piracicaba, SP,
Brasil), banho ultrassonico (Modelo ECO-SONICS - Q3.8/40A, poténcia de 88 W e
frequéncia de 40 KHz, ULTRONIQUE, SERVYLAB, Sao Leopoldo, RS, Brasil) e centrifuga
COLEMAN (Modelo 90 — 1, Santo André, SP, Brasil). Os hidrolisados foram liofilizados
(liofilizador TERRONI, Modelo LS3000, Séo Carlos, SP, Brasil). Para o tratamento EHU o
tempo total de processo de hidrolise foi de 2 horas, j& para o tratamento UEH foi de 4 horas.
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2.2 Caracterizagao estrutural dos hidrolisados

A anélise de FTIR foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Demiate et
al. [27]. Para andlise foi utilizado espectrofotdmetro no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) Shimadzu IR-21 Prestige (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Os espectros
foram recolhidos na faixa de 4.000 - 400 cm™. As pastilhas foram produzidas através da
mistura de 100 mg de KBr e 2 mg de amostra liofilizada, sendo prensados em uma prensa

hidraulica Carver.

2.3 Determinacdo do grau de hidrolise dos hidrolisados

Para determinag&o do grau de hidrolise utilizou-se o método Lowry et al. [28]. Como
padrdo para o método foi utilizada a albumina bovina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo,
SP, Brasil). Com base na quantidade de proteina dos colagenos brutos foi calculado o grau de

hidrolise.

2.4 Determinacéo da atividade antioxidante dos hidrolisados

O método DPPH de Brand-Willians et al. [29] modificado por Sdnchez-Moreno et al.
[30] foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante dos hidrolisados. Para analise foi
utilizado o equipamento espectrofotometro UV (Modelo UV — M51, BEL Photonics,
SERVYLAB, Séo Leopoldo, RS, Brasil).

2.5 Determinacéo da atividade antimicrobiana dos hidrolisados

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pelo método indireto de
crescimento bacteriano em meio de cultura liquido [31]. A determinacédo da CIM foi realizada
sobre bactéria Gram-negativa (Salmonella choleraesuis - ATTC 10708) e Gram-positiva
(Staphylococcus aureus - ATTC 6538), as quais foram previamente crescidas em caldo Luria
Bertani (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl) a 37 °C por 24 horas.

Apos o periodo de crescimento das culturas, foram inoculadas, em micro placas de
fundo chato, 10 uL de pré-indculo de cada bactéria (10° UFC.mL™) em um volume final de
300 pL de caldo LB com as diferentes concentragdes das formulagdes de hidrolisados de
colageno previamente diluidas (15 a 30%). Posteriormente, as micro-placas foram incubadas a
35 °C por 24 horas em agitador eletromagnético (60 Hz). Antes e apds o periodo de
incubacéo, O e 24 horas respectivamente, realizou-se a leitura da micro placa, utilizando-se o
leitor automatico de micro placas (Bio-Teclnstruments Inc., modelo EL800), com

comprimento de onda pré-selecionado de 490 nm.
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A Concentragdo Inibitéria Minima foi determinada como a menor concentracdo de
hidrolisado de colageno que ndo gerou alteracdo na turbidez, obtida pela diferenca entre as

leituras realizadas em 24 e 0 horas.

2.6 Avaliacao estatistica

Os espectros de FTIR, depois de coletados, foram suavizados (15 pontos), a linha de
base foi corrigida, a zona de CO, removida e os dados foram normalizados usando o software
Shimadzu IRsolution 1.40. Em seguida, uma tabela com todos os dados foi construida,
utilizando o nimero de onda nas colunas e as amostras nas linhas.

Uma abordagem quimiométrica, incluindo a analise de componentes principais (PCA),
foi implementada no Pirouette v. 4.0 (Infometrix®, Bothell, WA, EUA). A andlise foi
realizada na regido do espectro compreendendo de 500 a 1722 centimetros™, e o conjunto de
dados foi centrado na média e submetido a primeira derivada.

A PCA é uma técnica de reducdo de dados, a qual foi aplicada para verificar
diferencas entre as amostras e extrair informacgdes importantes dos espectros da FTIR. Foi
construido um grafico de dispersdo tridimensional para projetar as amostras [32].

Foram realizados dois experimentos para avaliacdo estatistica dos dados de proteina
(Lowry), grau de hidrolise (Lowry) e atividade antioxidante (DPPH):

O Experimento 1 avaliou qual aplicacdo do ultrassom, previamente ou concomitante,
foi melhor ao tratamento enzimatico. Efetuou-se andlise do experimento em parcelas
subdivididas (split plot) com delineamento inteiramente casualizado, sendo os diferentes
colagenos distribuidos nas parcelas e a aplicacdo de ultrassom (prévio vs. concomitante) e
suas interacOes distribuidas ao acaso nas subparcelas dentro de cada parcela, conforme o

modelo estatistico (Eq. 1):
Yie =u+a;+@)u + B + (aB)y + & 1

em que, Yy, = valor observado na i -ésima parcela, k -ésima repeticio e j -ésima
subparcela; u = média geral da variavel resposta; a; = efeito fixo do i -ésimo colageno;
(ay)y = efeito residual das parcelas (erro A); B; = efeito fixo da j -ésima aplicagdo do
ultrassom; (ap);; = efeito fixo da interagdo entre o i -ésimo colageno e a j -ésima aplicagdo
do ultrassom; ¢;;; = efeito residual das subparcelas (erro B) ou efeito aleatorio associado a
ijk -ésima observagao, Suposto &;;; de(O, a?).

O Experimento 2 avaliou o efeito do coladgeno, da concentracdo enzimética e da
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aplicacdo ou ndo de ultrassom concomitante. Efetuou-se analise do experimento em parcelas
subdivididas (split plot) com delineamento inteiramente casualizado, sendo os diferentes
colagenos distribuidos nas parcelas e as concentraces de enzimas (0 e 8%) e aplicacdo ou
ndo de ultrassom (sem US vs. com US concomitante) e suas interacdes distribuidas ao acaso

nas subparcelas dentro de cada parcela, conforme o modelo estatistico descrito na Eq. 2:
Y =+ a; +(@a®)y + B +vi + BV + (@B)ij + (ay)ic + (@By)ijk + Eijii 121

em que, Y, = valor observado na i -ésima parcela, [ -ésima repeticdo e jk -ésima
subparcela; u = média geral da variavel resposta; a; = efeito fixo do i -ésimo colageno;
(ad) y = efeito residual das parcelas (erro A); p; = efeito fixo da j -ésima concentracdo
enzimatica; y, = efeito fixo da k -ésima aplicacdo do ultrassom; (By) j = efeito fixo da
interacdo entre a j -ésima concentracdo enzimatica e a k -ésima aplicacdo do ultrassom;
(ap) ; = efeito fixo da interacdo entre o i -ésimo colageno e a j -ésima concentragao
enzimética; (ay) ; = efeito fixo da interacdo entre o i -ésimo coldgeno e a k -ésima
aplicagdo do ultrassom; (aBy) ;i = efeito fixo da interagdo entre o i -ésimo colageno, a j -
esima concentragdo enzimatica e k -ésima aplicagdo do ultrassom; ¢, = efeito residual das
subparcelas (erro B) ou efeito aleatério associado a ijkl -ésima observacdo, suposto
&kt "N (0, 02).

Os dados foram sujeitos a investigacao de outliers a partir dos residuos estudentizados.
Posteriormente, foram submetidos a andlise de varidncia univariada (ANOVA) pelo
procedimento GLM, suas médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordinarios
como comando LSMEANS e comparadas pela diferenca minima significativa (teste t) ao
nivel de 5% de significancia. Além disso, foi realizada andlise de correlacdo de Spearman
entre as variaveis estudadas.

As anélises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS®System for Windows "
versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary - NC, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao estrutural dos hidrolisados
A espectroscopia na regido do infravermelho é amplamente utilizada para analisar
estruturas secundarias de polipeptidios e proteinas [33]. De acordo com os resultados da

analise de componentes principais (PCA) as amostras foram separadas em trés grupos
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distintos, considerando a similaridade das bandas (Fig. 1), explicando 92,41% da variancia
dos dados. Os hidrolisados GEL HU, FP HU, FB EHU, FB HU e ROU HU ficaram no
mesmo grupo, agrupando-se entre 0 1° e 2° quadrante, expondo que a hidrolise por ultrassom
para essas amostras, com excecdo da amostra FB EHU (ultrassom concomitante a hidrolise
enzimatica), gerou estruturas com niveis vibracionais semelhantes.

As amostras de hidrolisados ROU UEH, ROU EH, PTL EH, PTL UEH, ROU EHU e
PTL HU agruparam-se entre 0 2° e 3° quadrante, ficando no mesmo grupo, ou seja, essas
amostras apresentaram bandas em nimero de onda (cm™) semelhantes, podendo-se concluir
que sofreram hidrélise em ligacdes especificas, gerando estruturas proteicas suscetiveis as
mesmas frequéncias de vibragdes moleculares especificas. Enquanto PEP EH, GEL UEH, FP
EH, FP EHU, PTL EHU, PEP EHU, FB UEH, FB EH, PEP HU, PEP UEH FP UEH GEL
EHU e GEL EH agruparam-se entre o0 3° e 1° quadrante.

O hidrolisado PTL EHU foi o que apresentou menor estrutura dentre os demais
hidrolisados da amostra PTL, mostrando que a hidrélise enzimatica com ultrassom
concomitante proporcionou a essa amostra maior ruptura estrutural, gerando menores
peptideos. Os hidrolisados da amostra PEP, para todos os tratamentos (EH, EHU, HU e
UEH), se encontraram no mesmo grupo, entretanto, o hidrolisado PEP HU apresentou menor
rompimento estrutural que os demais hidrolisados desta amostra, o que ¢ justificado pelo uso
apenas do ultrassom na hidrolise, o qual costuma atacar estruturas quaternarias e terciarias da
proteina, e também pelo fato da amostra se tratar de um hidrolisado comercial. As amostras de
FP, GEL, tratadas com UEH, EH e EHU também ficaram no mesmo grupo, apresentando
semelhancas estruturais.

Li et al. [34] estudaram a influéncia do peso molecular médio em propriedades
antioxidantes e funcionais de hidrolisados de colageno da cartilagem de Sphyrna lewini,
Dasyatis akjei e Raja porosa. As posi¢des das bandas de FTIR para os coldgenos hidrolisados
foram quase inalteradas apds a hidrolise. Os autores justificaram este fato pela parcial ruptura
das estruturas secundarias dos hidrolisados de colageno, provocada pela digestdo de tripsina.
Entretanto, foi verificado que os hidrolisados apresentaram absorbancias integrais (a area das
bandas) menores comparados as suas proteinas de origem, sugerindo que o colageno foi
hidrolisado em polipeptidios.

A utilizagéo do ultrassom previo ou concomitante potencializou a hidrolise enzimatica
das amostras, gerando maior quantidade de bandas em niimero de onda (cm™). Entretanto, ndo
se pode afirmar que foram gerados peptideos com poder antioxidante, pois a capacidade do

peptideo gerado em capturar radicais livres € o que determina seu potencial antioxidante.
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Levando em consideracdo os resultados obtidos pela andlise de componentes
principais (PCA), pode-se perceber que cada processo de hidrdlise reage de forma diferente,
que cada tipo de colageno requer um tratamento de hidrolise especifico, pois apresentam
propriedades diferentes, decorrentes dos diferentes processos de extracdo, e que a enzima
utilizada no processo de hidrdlise atua de formas distintas dependendo das condigdes
impostas a ela, como o pH, temperatura, relagdo enzima/substrato, tipo de substrato e a forma

de utilizacdo do ultrassom ao processo de hidrolise.

3.2 Efeito do ultrassom prévio ou concomitante ao processo de hidrolise enzimatica

O efeito do colageno foi significativo (p<0,0001) para as variaveis proteina (ptn), grau
de hidrélise (GH) e atividade antioxidante (AA) (Tabela 3). O efeito do ultrassom foi
significativo (p<0,0001) para as variaveis proteina e grau de hidrélise e ndo significativo
(p>0,05) para atividade antioxidante, ou seja, 0 ultrassom ndo aumentou consideravelmente a
funcionalidade dos hidrolisados. O efeito da interacdo colageno x ultrassom foi significativo
(p<0,05) para as varidveis proteina e grau de hidrdlise e ndo significativo (p>0,05) para
atividade antioxidante. Pode-se inferir que o ultrassom concomitante a hidrélise enzimatica
ndo favoreceu o aumento da producdo de peptideos de alta funcionalidade. Durante o
processo de hidrdlise a atuacdo da enzima pode ser prejudicada pelo efeito do ultrassom,
dependendo diretamente das condi¢fes empregadas ao meio, como o tempo, pH, temperatura
e intensidade de aplicacéo.

Como era esperado, houve correlacdo negativa (p<0,001) entre os valores de proteina
(ptn) e grau de hidrolise (GH) (r = -0,80) (Tabela 4). Os maiores valores de grau de hidrolise
foram encontrados para aquelas amostras que apresentaram menor teor de proteina residual
(apds o processo de hidrolise), ou seja, quanto maior o teor de proteina residual da amostra,
menor foi o grau de hidrolise. O valor do grau de hidrolise esta diretamente ligado a atuagédo
da enzima durante o processo de hidrolise, essa por sua vez, pode ser afetada de forma
benéfica ou maléfica pelas condi¢cGes impostas a0 meio, como a quantidade de substrato, o
uso do ultrassom e até mesmo a concentragdo da enzima.

Houve correlagdo negativa (p<0,05) entre os valores de proteina e atividade
antioxidante (r = -0,37). A quantidade de proteina presente no hidrolisado esta diretamente
relacionada a atividade antioxidante do mesmo, pois quanto maior o nimero de peptideos
com propriedades funcionais gerados pelo processo de hidrélise enzimatica, maior sua

atividade antioxidante.
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3.3 Médias totais de proteina (ptn), grau de hidrolise (GH) e atividade antioxidante (AA)
da avaliacdo do efeito do ultrassom prévio e concomitante ao processo de hidrolise
enzimatica

A utilizacdo do ultrassom concomitante ao processo de hidrolise enzimatica gerou
menor teor proteico, quando comparado a utilizacdo do ultrassom previamente,
consequentemente o valor de grau de hidrdlise para o ultrassom concomitante foi maior do
que do ultrassom prévio (Tabela 5). Entretanto, ter cuidado no processo de hidrolise é
importante, pois altos valores de grau de hidrdlise podem prejudicar as propriedades
funcionais dos hidrolisados [11].

O ultrassom concomitante favoreceu a atuacdo enzimatica na hidrolise, onde as
amostras tratadas com o mesmo e 8% de enzima apresentaram menor teor de proteina residual
gerando peptideos com menor massa molecular, entretanto isso nao significa que peptideos
com maior funcionalidade tenham sido gerados. O acesso da enzima a estrutura e a alteragédo
da conformacdo das proteinas foram facilitadas pelo uso do ultrassom concomitante a
hidrolise, causando o0 aumento do grau de hidrélise e da bioatividade dos hidrolisados, todavia
essa alteracdo depende da natureza da proteina e do seu grau de desnaturacdo e agregacdo
[19]. Yu et al. [35] também avaliaram a influéncia do ultrassom na atividade enzimética
(enzima tirosinase) e os resultados encontrados mostraram o0 aumento da atividade da enzima,
o qual foi justificado pela melhor ligacdo substrato-enzima e exposicdo do sitio ativo da
enzima.

Valores baixos de proteina residual eram esperados e indicam que a enzima atuou
frente as estruturas protéicas gerando fracdes peptidicas menores. O maior valor de atividade
antioxidante foi encontrado para as amostras hidrolisadas com 8% de enzima e ultrassom
concomitante. Resultado contrario foi encontrado por Knezevic-Jugovic et al. [36] que
compararam os efeitos do ultrassom e processamento de alta pressdo com didxido de carbono
sobre a hidrolise proteolitica de proteinas da clara do ovo e atividade antioxidante dos
hidrolisados obtidos, os resultados encontrados por esse estudo, evidenciaram que a
combinacdo de ultrassom como pré-tratamento (1 hora, 30 kHz, pH 8,3) e a subsequente
hidrolise enzimatica com alcalase (50 °C e pH 8,0) aumentou a atividade antioxidante dos
hidrolisados obtidos.

A utilizacdo do ultrassom prévio e concomitante ao processo de hidrolise enzimatica
das amostras proporcionou resultados semelhantes de atividade antioxidante final dos
hidrolisados. Era esperado que um dos usos do ultrassom (prévio ou concomitante)

potencializasse a funcionalidade dos hidrolisados. Entretanto, a ndo reducdo na atividade
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antioxidante dos hidrolisados quanto a utilizacdo de ambos os usos do ultrassom, possibilita
uma maior variedade de usos deste quando o objetivo é obter hidrolisados com poder
antioxidante.

Para avaliacdo do efeito dos diferentes tipos de colageno, da enzima e do ultrassom
sobre as diferentes varidveis analisadas foi escolhido o ultrassom concomitante como
tratamento junto a enzima. O ultrassom concomitante ao processo de hidrélise enzimatica
proporcionou maior hidrolise das proteinas, gerando maior grau de hidrolise e maior atividade

antioxidante aos hidrolisados.

3.4 Efeito do ultrassom (sem e com), da enzima (0 e 8%) e dos diferentes tipos de
colageno para proteina, grau de hidrolise e atividade antioxidante

O efeito da interacdo colageno x enzima x ultrassom foi significativo (p<0,0001) para
as variaveis proteina e grau de hidrélise e ndo significativo (p>0,05) para atividade
antioxidante, ou seja, as variaces nos valores médios das mesmas estdo diretamente ligadas
com o tipo de colageno, porcentagem de enzima e utilizacdo ou ndo do ultrassom no processo
de hidrélise, podendo esses afetar diretamente a funcionalidade dos peptideos gerados na
hidrélise (Tabela 6).

Houve correlagdo negativa (p<0,001) entre os valores de proteina e grau de hidrdlise (r
= -0,81). Teores maiores de proteina resultaram em menor grau de hidrélise, mostrando
menor atuacao da enzima e do ultrassom frente ao substrato (Tabela 7). No estudo realizado
por Zavareze et al. [8] com hidrolisados proteicos de Cabrinha (Prionotus punctatus) também
foi encontrado uma relacéo entre a atividade especifica das enzimas e o grau de hidrolise. A
boa atividade da enzima no processo de hidrolise proporcionou maior rompimento das
proteinas, gerando peptideos menores e consequentemente maior grau de hidrolise.

Os valores de proteina e atividade antioxidante apresentaram correlacdo negativa
(p<0,0001) (r = -0,62), indicando que valores maiores ou menores de proteina estdo
relacionados a variacdo da atividade antioxidante, isso se deve a geracdo de peptideos de alta
funcionalidade durante a hidrélise. Os valores de grau de hidrélise e atividade antioxidante
apresentaram correlagdo positiva (p<0,01) (r = 0,41), onde a funcionalidade dos hidrolisados
gerados foi aumentada pela maior ruptura da estrutura protéica causada pela hidrdlise

enzimatica concomitante ou ndo ao ultrassom.
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3.5 Médias de proteina, grau de hidrdlise e atividade antioxidante para as amostras de
hidrolisados de diferentes colagenos sob efeito da interacdo ultrassom vs. enzima vs.
colageno

A amostra FB bruta apresentou valor médio de proteina igual a 7,49 mg/mL, j& quando
tratada com 8% de enzima e ultrassom concomitante seu teor de proteina passou para 4,17
mg/mL, representando grau de hidrélise igual a 44,5% (Tabela 8). A redugdo no valor de
proteina foi provocada pela atuacdo da enzima em conjunto com o ultrassom, este ultimo
provocou cavitacdo do meio, facilitando o rompimento da estrutura protéica e atuacdo
enziméatica (enzima/substrato), consequentemente fracGes menores de proteinas foram
geradas. Entretanto, apesar da enzima e do ultrassom concomitante terem proporcionado a
essa amostra maior valor de grau de hidrolise, o valor de atividade antioxidante encontrado
para esse tratamento foi similar ao do tratamento utilizando apenas a enzima (Tabela 8), 0
qual resultou em grau de hidrélise igual a 24,6%. Esses valores mostram que os peptideos
gerados apenas na hidrélise com 8% de enzima foram tdo funcionais quanto os gerados na
hidrolise com 8% de enzima e ultrassom concomitante. Isso pode ser explicado pela méaxima
geracdo, em curto periodo, de peptideos com atividade de eliminacdo de radicais DPPH, os
quais foram hidrolisados em sequéncias inativas posteriormente [37].

O mesmo ocorreu para a amostra FP hidrolisada com 8% de enzima e ultrassom
concomitante, onde o valor de FP bruta passou de 8,64 mg/mL para 5,88 mg/mL,
representando grau de hidroélise igual a 37,0%. Todavia, a amostra FP hidrolisada apenas com
ultrassom (grau de hidrélise igual a 5,68%) ou com enzima (grau de hidrolise igual a 25,4%)
apresentou maior atividade antioxidante, 28,7 e 24,7% respectivamente, do que quando
tratada com 8% de enzima e ultrassom concomitante, 14,3%. 1sso mostra que para a amostra
FP ndo é viavel a utilizagdo concomitante de enzima e ultrassom, sendo levado em
consideracdo que estes, apesar de terem possibilitado maior hidrdlise da amostra, geraram
peptideos com funcionalidade inferior. Provavelmente o ultrassom concomitante a hidrolise
enzimatica desviou a atuacdo da enzima frente ao substrato, fazendo com que essa tenha
atuado sobre ligagOes diferentes das habituais, sem deixar de romper a estrutura proteica.

A utilizagdo de 8% de enzima na hidrélise da amostra PEP gerou menores valores de
proteina, consequentemente maiores valores de grau de hidrolise. A utilizacdo apenas do
ultrassom na hidrolise dessa amostra possibilitou atividade antioxidante do hidrolisado tao
boa quanto a utilizacdo de 8% de enzima e ultrassom concomitante. O valor de atividade
antioxidante da amostra PEP quando hidrolisada apenas com enzima foi semelhante ao valor

obtido da hidrolise concomitante de enzima e ultrassom. A nivel industrial, para essa amostra
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€ mais interessante a hidrélise apenas com enzima ou com ultrassom, visto que, esses
possibilitaram ao produto valor de atividade antioxidante equivalente ao hidrolisado com a
utilizacdo de ambos, sendo assim, gerando menores gastos e maior lucro a industria.

A amostra PTL, amostra comercial que ja passou por processo de hidrolise, reagiu
bem a atuacdo da enzima e do ultrassom analisando os valores de proteina e grau de hidrolise.
Onde o teor de proteina variou de 6,41 até 3,93 mg/mL e o grau de hidrdlise de 0,00 até
33,3%. A amostra PTL bruta ja apresentava boa atividade antioxidante, a utilizacéo apenas do
ultrassom no tratamento dessa amostra fez com que esse valor fosse reduzido, mostrando que
a utilizacdo do mesmo néo é favoravel para esta amostra dentro das condigdes testadas, sendo
assim a utilizagdo apenas da enzima no processo de hidrélise da mesma é melhor, pois
possibilitou atividade antioxidante de 52,2%.

Quando tratada com 0% de enzima e sem ultrassom a amostra GEL apresentou valor
de proteina igual a 7,46 mg/mL, a utilizacdo dos tratamentos, 8% de enzima ou 8% de enzima
e ultrassom concomitante, provocaram um decréscimo nesse valor, chegando a até 3,89
mg/mL. Para o grau de hidrdlise a utilizacdo apenas da enzima gerou valor igual a 23,6% e da
enzima e ultrassom concomitante igual a 47,9%, valor este, o maior encontrado entre as
amostras para esta variavel. Ja no estudo realizado por Diniz & Martin [38] sobre o efeito do
pH, temperatura e propor¢do de enzima/substrato no grau de hidrélise de proteina de musculo
de cacdo com a enzima alcalase foi encontrado grau de hidrélise igual a 15,6% utilizando uma
concentracdo enzimatica em relacdo ao substrato de 2%, valor abaixo do encontrado nesse
estudo. A atividade antioxidante da amostra GEL foi maior quando hidrolisada apenas com
8% de enzima, resultado maior do que os encontrados para 0s demais tratamentos. No estudo
realizado por Corréa [39], utilizando peptideos bioativos obtidos a partir da hidrolise
enzimatica de caseinato ovino e soro de queijo ovino, os hidrolisados mostraram baixa
capacidade em capturar o radical 2,2-difenil-1-picrilidrzila (DPPH), apresentando maior
atividade (31%) ap6s uma hora de hidrolise.

A utilizacdo de 8% de enzima concomitante ou ndo ao ultrassom no processo de
hidrolise da amostra ROU gerou menores teores de proteinas, maiores valores de grau de
hidrélise e atividade antioxidante quando comparada a utilizacdo de 0% de enzima associada
ou ndo ao ultrassom. O tratamento que possibilitou a amostra ROU maior atividade
antioxidante foi a hidrélise enzimatica, entretanto, ndo foi o que gerou maior grau de
hidrolise.

Li et al. [13] estudaram hidrolisados de colageno suino obtidos através de hidrolise

enzimatica (protease de pancreas bovino, protease de Streptomyces e proteases de Bacillus
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spp.) e estes apresentaram atividade antioxidante, em especial as sequéncias: GIn-Gly-Ala-
Arg, Hyp-Cys, Leu-GIn-Gly-Met e Leu-GIn-Gly-Met-Hyp. J& no estudo de Kim et al. [40] a
sequéncia de aminoacidos Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Cys obtidos por hidrélise
enzimatica de couro bovino também apresentaram atividade antioxidante. Como nesse estudo,
os hidrolisados dessas pesquisas também apresentaram atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos peptideos estd associada ao poder antioxidante dos
aminoacidos presentes em sequéncia. Um dos aminoacidos mais conhecidos por possuir
capacidade antioxidante é a histidina. Funcionalidade atribuida a capacidade quelante e de
aprisionamento do radical lipidico do anel de imidazol [41]. J& a atividade da tirosina e da
fenilalanina é atribuida a capacidade de aturem como captadores de radicais [42]. Outros
peptideos também foram encontrados nas sequéncias de peptideos antioxidantes, como
alanina, leucina e glicina [43, 44].

No geral, a amostra PTL foi a que apresentou menor grau de hidrdlise e maior
atividade antioxidante. Apesar do tratamento de hidrdlise enzimética concomitante ao
ultrassom ter proporcionado as amostras maior grau de hidrélise ndo levou a maior atividade
antioxidante, mostrando que a hidrdlise proteica demasiada afeta negativamente a
funcionalidade dos hidrolisados, isso se deve a geracdo de peptideos ndo funcionais ou pouco
funcionais. O hidrolisado da amostra FP foi o que apresentou menor atividade antioxidante
entre as médias por colageno, ja os hidrolisados das amostras FB, GEL e ROU apresentaram
valores parecidos.

Ja se esperava que as amostras PEP e PTL (amostras comerciais ja hidrolisadas)
gerassem hidrolisados protéicos de maior atividade antioxidante, pois apresentavam estruturas
protéicas menores e mais biodisponiveis a hidrolise. As amostras de gelatina (GEL e ROU)
apresentaram boa disponibilidade ao processo de hidrolise possibilitando a geracdo de
hidrolisados com boa funcionalidade. As amostras de fibra de colageno (FB e FP) possuem
estruturas protéicas maiores, mais integras. A amostra FB possibilitou boa atuacdo da enzima
gerando hidrolisados com boa funcionalidade, todavia a amostra FP, apesar da boa atuacao
enzimatica e do ultrassom, ndo gerou hidrolisados com valores de atividade antioxidante
esperados, sendo dentre as amostras a que gerou hidrolisado com menor potencial
antioxidante.

Para as amostras FB, PTL, GEL e ROU, analisando apenas a funcionalidade dos
hidrolisados gerados, o melhor tratamento foi a hidrdlise enzimatica, ja para FP e PEP foi a

hidrélise por ultrassom, seguida da enzimatica.
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3.6 Potencial antimicrobiano dos hidrolisados

Para a inibicdo da bactéria gram-negativa Salmonella choleraesuis a amostra que
apresentou melhor resultado foi a FB EHU, concentracdo de amostra menor que 10%, e para a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus foram PEP EHU, PEP UEH, ROU EHU, FB
UEH, FB EH, FP EHU e FP EH, concentragdo de amostra menor que 10% (Tabela 9). No
estudo realizado por Soares [45] utilizando hidrolisado protéico de torta de soja obtido em pH
7,0 com uso da papaina, frente a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus, uma
concentracdo de hidrolisado igual a 3,753 mg/mL foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano.

A utilizacéo do ultrassom concomitante & enzima no processo de hidrolise favoreceu a
atividade antimicrobiana, isso pode ser explicado pela melhor ligacdo do peptideo com a

membrana celular bacteriana, inibindo o crescimento de micro-organismos.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo do ultrassom prévio ou concomitante potencializou a hidrélise enzimatica
das amostras de colagenos bovinos, gerando maior quantidade de bandas em numero de onda
(cm™). A concentracdo enzimatica de 8% e o ultrassom concomitante se mostraram melhores
no processo de hidrélise das amostras, conferindo-as menores teores de proteina e maiores
valores de grau de hidrdlise. O hidrolisado da amostra comercial hidrolisado 1 foi o que
apresentou menor grau de hidrolise, entretanto foi o que obteve maior atividade antioxidante.
A hidrolise protéica em excesso afetou negativamente as propriedades funcionais dos
hidrolisados, o que foi ocasionado pela geracdo de peptideos sem funcionalidade ou com
poucas propriedades funcionais. Para as amostras comerciais fibra, hidrolisado 1, gelatina 1 e
gelatina 2, analisando apenas a funcionalidade dos hidrolisados gerados, o melhor tratamento
foi a hidrolise enzimaética, ja para fibra p6 e hidrolisado 2 foi a hidr6lise por ultrassom.

A amostra que possibilitou maior inibicdo do crescimento da bactéria gram-negativa
Salmonella choleraesuis foi a fibra hidrolisada com enzima e ultrassom concomitante. Para a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus foram as amostras comerciais hidrolisado 2,
gelatina 2 e fibra p6 hidrolisadas com enzima e ultrassom concomitante, também, hidrolisado
2 e fibra tratadas com ultrassom e posterior hidrélise enzimatica e fibra e fibra p6 hidrolisadas
enzimaticamente, mostrando que a enzima e o ultrassom favoreceram a ligacdo do peptideo
com a membrana celular bacteriana inibindo o crescimento de micro-organismos. Diante

disso, pode-se concluir que a enzima foi melhor na hidrélise das amostras, proporcionando
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rompimento estrutural e maior funcionalidade aos hidrolisados de diferentes colagenos

bovinos.
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Tabela 1 — Diferentes tipos de colagenos bovinos utilizados para obtencao de hidrolisados proteicos.
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c-(l;llgng?(?s Fibra natural Fibraem po Gelatina 1 Gelatina 2 Hidrolisado 1 Hidrolisado 2
Nome/Sigla Fibra/FB Fibra po/FP Gelita®/GEL Rousselot®/ROU  Peptiplus®/PTL Peptan B®/PEP
Rousselot Rousselot
Novaprom Food ) ) ) ) ) )
_ Novaprom Food Gelita do Brasil Gelatinas do Gelita do Brasil Gelatinas do
) Ingredients Ltda _ _ ) _ _
Fabricante (Li sp Ingredients Ltda  Ltda (Cotia — SP- Brasil Ltda Ltda (Cotia — SP- Brasil Ltda
ins — SP -
Brasil) (Lins — SP- Brasil) Brasil) (Amparo — SP- Brasil) (Amparo — SP-
rasi
Brasil) Brasil)
Matéria-prima: Matéria-prima: . L
. . Matéria-prima: Materia-prima:
couro ou diversas  couro ou diversas _ )
Tamanho de Tamanho de o o couro bovino/ pele couro bovino/ pele
) ) fontes, hidrolise fontes, hidrolise L L
particula entre particula entre ) ) ) _ suina, hidrolise suina, hidrolise
parcial alcalina parcial alcalina o o
1,80 e 1,92 mm, 0,45 e 0,57 mm, quimica + quimica +
. . (tratamento (tratamento o o
) materia-prima: materia-prima o o enzimatica, 39 mP  enzimatica, 4 mP
Descricéo ) ) dréastico), 236 g de  drastico), 250g de o _ _
pele bovina, pele bovina, de viscosidade; de viscosidade;
Bloom; 40 mP de  Bloom; 3,8 mP de )
tratamento tratamento 5,9% de umidade;

alcalino, pH entre
7e95

alcalino, pH entre
7e95

viscosidade; 11%
de umidade; pH
5,6; <= 2% de

cinzas

viscosidade;
12,4% de
umidade; pH 5,5;

<=2% de cinzas

92,1% de
proteinas; pH 5,7;

<=2% de cinzas

7,2% de umidade;
92,15% de
proteina; pH 6;

0,65% de cinzas

Fonte: [23-25].
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Tabela 2 — Tratamentos de hidrolise utilizados para obtencdo dos hidrolisados proteicos de

diferentes colagenos bovinos.

Sigla  Descricdo dos tratamentos  Enzima  Ultrassom T °C Tempo (h) pH
CcC Colagenos brutos Néo Nao 50 2 7,0
HU Hidrolise por ultrassom Né&o Sim 50 2 7,0
EH Hidrolise enzimética Sim Nao 50 2 7,0

Hidrolise enzimética com ] _
EHU ) Sim Sim 50 2 7,0
ultrassom concomitante
Tratados previamente com
UEH ultrassom e posterior Sim Sim 50 4 7,0

hidrdlise enzimética
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GEL UEH &
FPEHU FEHU
: > ﬁg.}PTLEHU.
Lo FEF EHU FBEH
i “FPEH FBUEH _
: 2
; PEP HU
Factor1
“PEP UEH Ry
©Fp UEH
Factor3 GEL EHL ‘ - QFF‘HLI“,-"'H

Eig. 1 Dispersao tridimensional da parcela obtida pela PCA com base na regido 500-1722 cm

FB — fibra natural de colageno; FP — fibra de colageno em pd; PEP — colageno hidrolisado 2; PTL — colageno
hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. HU — hidrélise por ultrassom; EH — hidrélise enzimatica;
EHU - hidrélise enzimatica com ultrassom concomitante; UEH — tratados previamente com ultrassom e
posterior hidrélise enzimatica.
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Tabela 3 - Valores probabilisticos para avaliacdo do efeito do ultrassom prévio ou
concomitante a aplicacéo da enzima Flavourzyme® sobre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrdlise (%), e atividade antioxidante (%).

Efeitos ptn GH AA
Colageno 0,0001 0,0001 0,0001
Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0566
Colégeno x Ultrassom 0,0232 0,0001 0,0825
Média 6,03 20,40 37,22
CVv 1,75 1,33 15,89

ptn — proteina; GH — grau de hidrolise e AA — atividade antioxidante. CV (%) — coeficiente de variacéo.
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Tabela 4 - Coeficientes da correlacdo de Spearman entre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrolise (%) e atividade antioxidante (%) dos hidrolisados de colageno.

ptn GH AA
ptn -0,80%** -0,37*
GH 0,12"

AA

ptn — proteina; GH — grau de hidrélise e AA — atividade antioxidante. ™N&o significativo (p>0,05);
*Significativo (p<0,05); **Significativo (p<0,01); ***Significativo (p<0,001).
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Tabela 5 - Médias totais de proteina, grau de hidrdlise e atividade antioxidante para as
amostras de hidrolisados de colageno, avaliando o efeito do ultrassom na hidrélise enzimatica.

Ultrassom
Prévio Concomitante
Proteina, mg/mL 7,89° 4,33
Grau de hidrdlise, % 0,00° 40,80°
Atividade antioxidante, % 33,63 38,01

Médias seguidas por letras mintisculas distintas na mesma linha diferem (p<0,05) entre ultrassom pelo teste “t”.
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Tabela 6 - Valores probabilisticos para avaliacdo do efeito do ultrassom (sem e com), da
enzima (0 e 8%) e dos diferentes tipos de coldgeno sobre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrdlise (%) e atividade antioxidante (%).

Efeitos ptn GH AA
Colageno 0,0001 0,0001 0,0001
Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Ultrassom 0,0001 0,0001 0,4639
Enzima x Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0014
Colageno x Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Coléageno x Ultrassom 0,0120 0,0007 0,0063
Colageno x Enzima x Ultrassom 0,0001 0,0001 0,0670
Média 6,19 16,43 32,68
CcVv 2,14 1,32 22,94

ptn — proteina; GH — grau de hidrolise e AA — atividade antioxidante. CV (%) — coeficiente de variagao.
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Tabela 7 - Coeficientes da correlacdo de Spearman entre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrolise (%) e atividade antioxidante (%) dos hidrolisados de colageno.

ptn GH AA
ptn -0,81%** _0,62%**
GH 0,41**

AA

ptn — proteina; GH — grau de hidrélise e AA — atividade antioxidante. ™N&o significativo (p>0,05);
*Significativo (p<0,05); **Significativo (p<0,01); ***Significativo (p<0,001).
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Tabela 8 — Médias de proteina, grau de hidrolise e atividade antioxidante para as diferentes amostras de hidrolisados de colageno.

Colageno** Enzima, US conc* Média Média US conc* Média Média US conc* Média Média
g % Sem Com enzima  colageno Sem Com enzima  colageno Sem Com enzima  colageno
Proteina, mg/mL Grau de hidrdlise, % Atividade antioxidante, %
0 7,49 7,54% 7,52 B 0,008 0,008 0,00 A 5,328 20,07 12,7 B
FB 8 566° 417 492 6,22 246" 445" 345 173 439" 453" 446 28,6
Média ultrassom 6,58 5,86 12,3 22,2 24,6 32,7
0 8,64%A 8,22 8,43 A 0,00°® 5,68 2,84 AB 15,8" 28,74 22,2 B
FP 8 6.75®°  588%® 632 1,37 24 370" 312 L0 24.7 14,3 195 209
Média ultrassom 7,69 7,05 12,7 21,3 20,2 215
0 6,84" 6,72" 6,78 c 0,008 1,98 0,99 B 35,8 452 40,5 A
PEP 8 505  400® 453 5,65 230" 380" 309 16,0 402" 46.8 435 42,0
Média ultrassom 5,95 5,36 11,9 20,0 38,0 46,0
0 6,41" 6,44" 6,42 b 0,008 0,008 0,03 c 43,1° 30,0" 36,5 A
PTL 8 480  303® 436 539 216" 333" 274 13,7 52.2 47 8 50.0 43,6
Média ultrassom 5,61 5,18 10,8 16,7 47,6 38,9
0 7,46" 7,60° 7,53 B 0,008 0,008 0,00 A 21,48 19,8 20,6 B
GEL 8 570® 389" 479 016 236" 479% 358 17,9 47 2 29 2° 382 294
Média ultrassom 6,58 5,75 11,8 23,9 34,3 245
0 7,54% 7,49% 7,52 B 0,008 0,618 0,31 A 2,8 25,6% 14,2 B
ROU 8 569% 425 497 024 248" 441 345 174 46,0° 416" 438 290
Média ultrassom 6,61 5,87 12,4 22,4 24,4 33,6
Meédia geral ultrassom 6,50 5,84 12,0 21,1 31,5 32,9

**FB — fibra de colageno; FP — fibra de colageno em po; PEP — colageno hidrolisado 2; PTL — colageno hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. *US conc —
ultrassom concomitante. Médias seguidas por letras mintsculas distintas na mesma linha diferem (p<0,05) entre ultrassom pelo teste “t”. Médias seguidas por letras
maiUsculas distintas na mesma coluna diferem (p<0,05) entre enzima ou colageno pelo teste “t”.
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Tabela 9 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM), dos hidrolisados de diferentes colagenos
bovinos, necessaria para inibicdo da bactéria Gram-negativa (Salmonella choleraesuis -
ATTC 10708) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATTC 6538).

o . - Bacterias
Hidrolisados de colageno Salmonella choleraesuis Staphylococcus aureus
FB EHU <10,0% 25,0%
FB HU -* -
FB UEH >25,0% <10,0%
FB EH >25,0% <10,0%
FP EHU >25,0% <10,0%
FP HU >25,0% 17,5%
FP UEH >25,0% 17,5%
FP EH 15,0% <10,0%
PEP EHU >25,0% <10,0%
PEP HU >25,0% <15,0%
PEP UEH >25,0% <10,0%
PEP EH >25,0% <15,0%
PTL EHU >25,0% 15,0%
PTL HU >25,0% >25,0%
PTL UEH >25,0% 22,5%
PTL EH >25,0% 15,0%
GEL EHU >25,0% 15,0%
GEL HU - -
GEL UEH >25,0% 17,5%
GEL EH - -
ROU EHU >25,0% <10,0%
ROU HU - -
ROU UEH >25,0% 20,0%
ROU EH 25,0% 15,0%

**EB — fibra de colageno; FP — fibra de coldgeno em p6; PEP — colageno hidrolisado 2; PTL — colageno
hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. HU - hidrolise por ultrassom; EH — hidrolise enzimatica;
EHU — hidrolise enzimatica com ultrassom concomitante; UEH — tratados previamente com ultrassom e
posterior hidrélise enzimatica. * Amostras contidas de “-* em seus resultados, néo solubilizaram para realizagdo
da andlise.
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IV. CAPITULO

6. ARTIGO Il1
(Artigo formatado de acordo com a revista Ultrasonic Sonochemistry)

Efeitos da hidrdlise enzimatica (pepsina) assistida por ultrassom
nas propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de

diferentes colagenos bovinos
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Efeitos da hidrélise enzimatica (pepsina) assistida por ultrassom nas
propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes

colagenos bovinos

RESUMO

Foram avaliados os efeitos da hidrélise enzimatica (pepsina) assistida por ultrassom nas
propriedades funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes coldgenos bovinos. Foram
avaliadas as caracteristicas estruturais (espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier), grau de hidroélise, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.
A utilizagdo do ultrassom prévio ou concomitante a hidrélise enzimatica potencializou a
ruptura estrutural das amostras fibra, gelatina 1 e gelatina 2. A hidrolise enzimatica gerou
maior quantidade de bandas em nimero de onda (cm™). A concentragdo de proteina dos
hidrolisados da amostra fibra variou de 7,01 a 5,48 mg/mL. O tratamento que possibilitou
maior atividade antioxidante para a amostra fibra foi com a utilizagdo de 4% de enzima e
ultrassom concomitante (40,7%), com grau de hidrélise de 21,7%. Para a amostra fibra p6 o
tratamento de hidrélise com uso de 4% de enzima resultou em menor teor de proteina (6,97
mg/mL), maior grau de hidrélise (19,9%) e maior atividade antioxidante (38,6%). As
amostras comerciais, hidrolisado 2 e hidrolisado 1, tratadas com ultrassom apresentaram
maior atividade antioxidante, sendo de 49,8% e de 41,1%, respectivamente, comparado aos
demais tratamentos. Para a amostra comercial gelatina 1 o teor de proteina variou de 6,58 a
5,25 mg/mL e para a amostra gelatina 2 de 6,74 a 5,30 mg/mL. A maior atividade
antioxidante encontrada para gelatina 1 foi de 43,9% e para gelatina 2 foi de 53,7%, com grau
de hidrolise correspondente de 1,16 e 0,47%, respectivamente, sendo referente ao tratamento
de hidrolise com apenas o uso do ultrassom. Os hidrolisados mostraram capacidade inibitoria
minima contra a bactéria gram-negativa Salmonella choleraesuis e gram-positiva
Staphylococcus aureus. A atuacdo dos hidrolisados foi favorecida pela melhor ligacdo do
peptideo com a membrana celular bacteriana, causando a inibicdo dos micro-organismos.
Pode-se concluir que a hidrolise enziméatica concomitante ou ndo ao uso do ultrassom
apresentou aumento da funcionalidade das amostras fibra e fibra pd, para as demais amostras
sua utilizacdo como tratamento complementar a hidrolise ndo foi interessante, devido aos
piores resultados de atividade antioxidante encontrados. Porém, proporcionou maior extensao

de hidrolise protéica.
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Palavras-chave: Pepsina, grau de hidrdélise, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana,

FTIR, ultrassom.

1. INTRODUCAO

O colageno pode ser encontrado sob diversas formas em tecidos de organismos
multicelulares, sendo a proteina dominante no tecido conjuntivo, podendo desempenhar
diversas funcGes de acordo com sua localizagdo [1]. O colageno representa cerca de 30% de
toda a matéria organica do corpo de animais [2]. As proteinas sdo moléculas altamente
funcionais, sendo sua funcionalidade vinculada a sua estrutura molecular, responsavel por
suas interacdes [3]. O crescente interesse pelo processo de obtencdo, fracionamento e
caracterizacdo de colagenos e seus derivados [4] se deve as propriedades funcionais desses
compostos e a possibilidade de utilizacdo como substituintes de agentes sintéticos nos mais
diversos processos industriais [5].

A hidrélise enzimatica de colageno, obtido de subprodutos do abate de bovinos, com
proteases animais, vegetais e microbianas [5-7] possibilita a obtencdo de peptideos, agregando
valor a esses residuos [6, 8]. Os peptideos bioativos exercem determinadas atividades
bioldgicas, entre elas atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-hipertensiva [9-11],
quando sdo liberados por processo de hidrolise quimica ou enzimatica [4, 8].

Os tipos de peptideos bioativos gerados a partir de uma determinada proteina
dependem de dois fatores: a sequéncia primaria da proteina do substrato e a especificidade da
enzima utilizada para gerar tais peptideos [12]. As enzimas proteoliticas sdo classificadas
como endo e exopeptidases. As exopeptidases sdo responsaveis pela remocao sistematica de
aminoacidos do N-terminal ou no C-terminal ou pela hidrdlise de peptideos nas ligacdes
terminais. J& as endopeptidases, de forma aleatoria, hidrolisam as ligacfes peptidicas nas
moléculas de proteina, produzindo peptideos relativamente grandes [13].

Estudos mostraram que o ultrassom pode modificar as propriedades funcionais e
estruturais das proteinas alimentares [14]. Contudo, esta modificacdo estrutural depende da
natureza da proteina, do grau de desnaturacdo e de agregacdo [15]. O ultrassom leva a
modificacbes nas proteinas e na atividade enzimética, proporcionando o aumento da
atividade, o qual ocorre pela melhor ligacdo substrato-enzima e exposic¢éo do sitio ativo da
enzima. Entretanto, a aplicacdo do ultrassom no processo enzimatico pode causar efeitos
adversos a conformacéo da enzima e prejudicar a sua atividade no processo de hidrdlise.

As diferencas entre os diversos tipos de subprodutos de colageno (gelatina, fibra e
colageno hidrolisado) e a avaliacdo dos efeitos da hidrélise enzimética (pepsina) assistida por
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ultrasssom nas propriedades funcionais e estruturais dos hidrolisados proteicos ainda foi
pouco explorada, o que permite um amplo campo a ser estudado. O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da hidrélise enzimatica (pepsina) assistida por ultrassom nas propriedades

funcionais e estruturais de hidrolisados de diferentes colagenos bovinos.

2. MATERIAIS E METODOS

Diferentes colagenos bovinos foram utilizados para obtengdo dos hidrolisados
proteicos, sendo apresentados na Tabela 1. A enzima Pepsina 1:2,500 (powder,
>400 units/mg protein, P7125, SIGMA®) e os demais reagentes de grau analitico (PA) foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Séo Paulo, SP, Brasil).

2.1 Tratamentos de obtencdo dos hidrolisados de colageno

Os diferentes tratamentos utilizados para obtencdo dos hidrolisados protéicos de
colageno bovino podem ser evidenciados na Tabela 2.

Para conducéo das reagdes enzimaticas foi utilizada metodologia descrita por Lin et al.
[16] com modificacbes, onde foram testados 4% de enzima pepsina em relacdo ao substrato
proteico. Para realizacGes das reacdes de hidrolise fez-se o uso dos seguintes equipamentos:
banho ultratermostatico (Modelo SL152, poténcia de 2000 W, SOLAB, Piracicaba, SP,
Brasil), banho ultrassénico (Modelo ECO-SONICS - Q3.8/40A, poténcia de 88 W e
frequéncia de 40 KHz, ULTRONIQUE, SERVYLAB, Séo Leopoldo, RS, Brasil) e centrifuga
COLEMAN (Modelo 90 — 1, Santo André, SP, Brasil). Os hidrolisados foram liofilizados
(liofilizador TERRONI, Modelo LS3000, Sao Carlos, SP, Brasil).

Para o tratamento EHU o tempo total de processo de hidrolise foi de trés horas,
enquanto para o tratamento UEH foi de cinco horas. A temperatura utilizada quando do uso

do ultrassom foi de 52 + 2,5 °C.

2.2 Caracterizagao estrutural dos hidrolisados de colageno

A analise de FTIR foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Demiate et
al. [17]. Para analise foi utilizado espectrofotdmetro no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) Shimadzu IR-21 Prestige (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). Os espectros
foram recolhidos na faixa de 4.000 - 400 cm™. As pastilhas foram produzidas através da
mistura de 100 mg de KBr e 2 mg de amostra liofilizada, sendo prensados em hidraulica

Carver.
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2.3 Determinacao do grau de hidrolise dos hidrolisados de colageno

A metodologia descrita por Lowry et al. [18] foi utilizada para determinar o grau de
hidrolise dos hidrolisados. A albumina bovina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil) foi utilizada como padrdo para o método. A proteina dos colagenos brutos foi utilizada

como base para calcular o grau de hidrdlise.

2.4 Determinacéo da atividade antioxidante dos hidrolisados de colageno

Para avaliar a atividade antioxidante dos hidrolisados foi utilizado o0 método DPPH de
Brand-Willians et al. [19] modificado por Séanchez-Moreno et al. [20]. Foi utilizado
espectrofotbmetro UV para realizacdo da andlise (Modelo UV-M51, BEL Photonics,
SERVYLAB, Séo Leopoldo, RS, Brasil).

2.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana dos hidrolisados de colageno

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método indireto de
crescimento bacteriano em meio de cultura liquido [21].

A determinacdo da CIM foi realizada sobre bactéria Gram-negativa (Salmonella
choleraesuis - ATTC 10708) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATTC 6538), as
quais foram previamente crescidas em caldo Luria Bertani (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de
levedura, 5 g/L NaCl) a 37 °C por 24 horas. Apds o periodo de crescimento das culturas,
foram inoculadas, em micro placas de fundo chato, 10 pL de pré-inéculo de cada bactéria (10°
UFC.mL™) em um volume final de 300 pL de caldo LB com as diferentes concentragdes das
formulacGes de hidrolisados de colageno previamente diluidas (15 a 30%). Posteriormente, as
micro-placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas em agitador eletromagnético (60 Hz).

Antes e apds o periodo de incubacdo, 0 e 24 horas respectivamente, realizou-se a
leitura da micro placa, utilizando-se o leitor automatico de micro placas (Bio-Teclnstruments
Inc., modelo EL800), com comprimento de onda pré-selecionado de 490 nm. A Concentragédo
Inibitéria Minima foi determinada como a menor concentracdo de hidrolisado de colageno
que néo gerou alteracdo na turbidez, obtida pela diferenga entre as leituras realizadas em 24 e

0 horas.

2.6 Avaliacao estatistica
Os espectros de FTIR, depois de coletados, foram suavizados (15 pontos), a linha de
base foi corrigida, a zona de CO, removida e os dados foram normalizados usando o software
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Shimadzu IRsolution 1.40. Em seguida, uma tabela com todos os dados foi construida,
utilizando o nimero de onda nas colunas e as amostras nas linhas.

Uma abordagem quimiométrica, incluindo a analise de componentes principais (PCA),
foi implementada no Pirouette v. 4.0 (Infometrix®, Bothell, WA, EUA). A andlise foi
realizada na regido do espectro compreendendo de 500 a 1722 centimetros™, e o conjunto de
dados foi centrado na média e submetido a primeira derivada.

A PCA ¢é uma técnica de reducdo de dados, a qual foi aplicada para verificar
diferencas entre as amostras e extrair informacgdes importantes dos espectros da FTIR. Foi
construido um grafico de dispersdo tridimensional para projetar as amostras [22].

Para avaliar os resultados de proteina (Lowry), grau de hidrolise (Lowry) e atividade
antioxidante (DPPH) foram realizados dois experimentos:

O Experimento 1 avaliou qual aplicacdo do ultrassom, previamente ou concomitante,
foi melhor ao tratamento enzimatico. Efetuou-se analise do experimento em parcelas
subdivididas (split plot) com delineamento inteiramente casualizado, sendo os diferentes
colagenos distribuidos nas parcelas e a aplicacdo de ultrassom (prévio vs. concomitante) e
suas interacOes distribuidas ao acaso nas subparcelas dentro de cada parcela, conforme o

modelo estatistico (Eq. 1):
Yik =uta;+@u + B + (aB)y + &

em que, Y = valor observado na i -ésima parcela, k -ésima repeticdio e j -ésima
subparcela; u = média geral da variavel resposta; a; = efeito fixo do i -ésimo colageno;
(ay)y = efeito residual das parcelas (erro A); fp; = efeito fixo da j -ésima aplicagéo do
ultrassom; (ap);; = efeito fixo da interagdo entre o i -ésimo colageno e a j -ésima aplicagdo
do ultrassom; ¢;;; = efeito residual das subparcelas (erro B) ou efeito aleatorio associado a
ijk -ésima observagéo, suposto &, “ N (0, a?%).

O Experimento 2 avaliou o efeito do colageno, da concentracdo enzimética e da
aplicagdo ou néo de ultrassom concomitante. Efetuou-se anélise do experimento em parcelas
subdivididas (split plot) com delineamento inteiramente casualizado, sendo os diferentes
coldgenos distribuidos nas parcelas e as concentracGes de enzimas (0 e 4%) e aplicacdo ou
ndo de ultrassom (sem US vs. com US concomitante) e suas interacdes distribuidas ao acaso

nas subparcelas dentro de cada parcela, conforme o modelo estatistico descrito na Eq. 2:

Y =+ a; +(a®)y + B +vi + BV + (@B)ij + (ay)ic + (@By)ijk + Eijit 121
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em que, Y, = valor observado na i -ésima parcela, [ -ésima repeticdo e jk -ésima
subparcela; u = média geral da variavel resposta; a; = efeito fixo do i -ésimo colageno;
(ad) ; = efeito residual das parcelas (erro A); pB; = efeito fixo da j -ésima concentragdo
enzimatica; y, = efeito fixo da k -ésima aplicacdo do ultrassom; (By) j = efeito fixo da
interacdo entre a j -ésima concentracdo enzimatica e a k -ésima aplicacdo do ultrassom;
(ap) ; = efeito fixo da interagdo entre o i -ésimo colageno e a j -ésima concentragao
enzimética; (ay) ; = efeito fixo da interacdo entre o i -ésimo coldgeno e a k -ésima
aplicacdo do ultrassom; (apBy) ;, = efeito fixo da interagdo entre o i -ésimo colageno, a j -
eésima concentracdo enzimatica e k -ésima aplicagdo do ultrassom; &;;;; = efeito residual das
subparcelas (erro B) ou efeito aleatorio associado a ijkl -ésima observacdo, suposto
Eijkl de(O, o?).

Os dados foram sujeitos a investigacao de outliers a partir dos residuos estudentizados.
Posteriormente, foram submetidos a analise de variancia univariada (ANOVA) pelo
procedimento GLM, suas médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordinarios
como comando LSMEANS e comparadas pela diferenca minima significativa (teste t) ao
nivel de 5% de significancia. Além disso, foi realizada analise de correlacdo de Spearman
entre as variaveis estudadas.

As anélises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS®System for Windows "
versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary - NC, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao estrutural dos hidrolisados

Os espectros das amostras FP HU, FB HU, GEL UEH e GEL EHU ndo foram
utilizados na analise de componentes principais (PCA), devido a sua baixa qualidade. Estas
amostras apresentaram alta higroscopicidade, aglomerando-se facilmente, formando massas
compactas e dificeis de serem desfeitas. Isso prejudicou a homogeneizacdo das amostras no
KBr, resultando em sinais muito fracos ou até mesmo a saturacao destes.

Através da analise de componentes principais (PCA) pode-se verificar que as amostras
foram separadas em trés grupos distintos, considerando a similaridade das bandas (Fig. 1),
explicando 82,94% da variancia dos dados. Os hidrolisados FP EH, FP UEH e FP EHU
ficaram no mesmo grupo, agrupando-se no 1° quadrante, expondo que 0s tratamentos de

hidrélise para esta amostra geraram estruturas com niveis vibracionais semelhantes.
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As amostras de hidrolisados ROU EH, GEL EH, FB EH, FB UEH e FB EHU
agruparam-se no 2° quadrante, ficando no mesmo grupo. Podendo-se inferir que essas
amostras apresentaram bandas em nimero de onda (cm™) semelhantes, ou seja, sofreram
hidrolise em ligacdes especificas, gerando estruturas proteicas suscetiveis as mesmas
frequéncias de vibragdes moleculares especificas. Enquanto PTL UEH, PTL EHU, PTL EH,
PTL HU, PEP EH, PEP UEH, PEP EHU, PEP HU, ROU UEH, ROU HU, ROU EHU e GEL
HU agruparam-se no 3° quadrante.

As amostras de hidrolisados comerciais, PEP e PTL, para todos os tratamentos (HU,
EH, EHU, UEH), se encontraram no mesmo grupo, mostrando que, independente do tipo de
tratamento, as estruturas geradas foram semelhantes. Este resultado pode ser justificado em
virtude da enzima pepsina ser mais utilizada em processos de extracdo de colageno devido sua
agressividade sobre as proteinas, sendo assim, pode atuar sobre as diferentes estruturas:
quaternéria, terciaria, secundaria e priméria, podendo até mesmo gerar aminoacidos livres.

As gelatinas, ROU e GEL, quando foram tratadas s6 com ultrassom ou com este
concomitante e previamente a hidrolise enzimatica se localizaram no mesmo grupo, enguanto
as tratadas com hidrélise enzimatica se encontraram em outro, mostrando que a enzima e o
ultrassom apresentaram atividades distintas frente as estruturas proteicas das amostras.

Wolf et al. [23] realizaram a caracterizacdo fisico-quimica de fibras de colageno e
colageno em po para a producdo de filmes autocompostos. Verificaram que os espectros de
FTIR obtidos para ambas as amostras foram muito semelhantes e sugeriram que 0 processo
utilizado para transformacao das fibras de colageno em p6 néo alterou a estrutura quimica das
proteinas.

A utilizagdo do ultrassom prévio ou concomitante a hidrolise enzimatica potencializou
a ruptura estrutural das amostras FB, GEL e ROU. A hidrélise enzimatica gerou maior
guantidade de bandas em nimero de onda (cm™).

Os resultados evidenciam que cada tipo de colageno requer um tratamento especifico
de hidrolise, pois cada amostra possui diferentes propriedades, decorrentes dos diferentes
processos de extracdo. Também se pode verificar que a enzima utilizada no processo de
hidrélise atua de formas distintas dependendo das condi¢Bes impostas a ela, como o pH,
temperatura, relacdo enzima/substrato, tipo de substrato e a forma de utilizacdo do ultrassom

ao processo de hidrdlise.
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3.2 Efeitos da utilizagdo do ultrassom prévio ou concomitante sobre a hidrolise
enzimatica

O efeito do colageno foi significativo (p<0,0001) para as variaveis proteina (ptn), grau
de hidrolise (GH) e atividade antioxidante (AA), mostrando que os resultados obtidos para
essas andlises dependeram ndo somente do processo de hidrolise aplicado, mas também do
tipo de amostra testada (Tabela 3). O ultrassom e a interacdo colageno x ultrassom ndo foram
significativos (p>0,05) no processo de hidrélise enzimatica, ou seja, a utilizagdo do ultrassom
prévio ou concomitante nao resultou em diferenca significativa sobre as variaveis estudadas.

Houve correlagdo positiva (p<0,05) entre grau de hidrélise e atividade antioxidante (r
= 0,41), mostrando que sdo dependentes (Tabela 4), onde maiores valores de grau de
hidrolise podem afetar a atividade antioxidante do hidrolisado positivamente ou
negativamente, dependendo do processo e amostra testada. A variavel proteina ndo apresentou
correlacdo (p>0,05) com as demais varidveis. Garcia-Moreno et al. [24], relatam que seus
hidrolisados apresentaram importante inibicdo do radical DPPH quando o grau de hidrolise
foi maior. Peptideos de cadeia de menor tamanho sdo considerados potenciais agentes
antioxidantes [25, 26], além de serem considerados imodificaveis durante a digestdo, podendo
ser absorvidos através do trato gastrointestinal e produzir acfes bioldgicas especificas [27].

A utilizacdo do ultrassom prévio ou concomitante ao processo de hidrélise enzimatica
proporcionou resultados semelhantes para as variaveis analisadas (Tabela 5). Pode-se
concluir que o ultrassom ndo inibiu a atividade da enzima quando utilizado concomitante a
hidrolise (dentro das condicdes testadas). Podemos afirmar que isso € uma particularidade da
pepsina a qual pode ser ativada pelo uso do ultrassom, devido ao aumento de combinagfes
entre substrato e enzima [28, 29]. Resultado semelhante foi encontrado por Yu et al. [29], os
quais verificaram que a aplicacdo de ultrassom (278,8 + 7,4 W, 40 kHz) durante 30-60
minutos, sob temperatura controlada de 0 a 4 °C, ativou a atividade das enzima pepsina.
Efeito atribuido as modificacdes na sua estrutura secundaria e terciaria. Esses mesmos
autores, também estudaram o efeito do ultrassom na atividade da enzima tirosinase e
encontraram aumento de sua atividade, justificada pela facilitacdo da ligacdo substrato-enzima
e exposic¢do do sitio ativo da enzima [28].

O ultrassom utilizado previamente ao processo de hidrdlise (comparado ao
concomitante) também ndo melhorou a atividade da enzima. Resultado contrario foi
encontrado por Knezevic-Jugovic et al. [30], onde a combinacdo de ultrassom prévio (1 hora,
30 kHz, pH 8,3) e a posterior hidrdlise enziméatica com alcalase (50 °C e pH 8,0) aumentou a

atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas da clara do ovo.
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A utilizagdo do ultrassom previamente ou concomitante ao processo de hidrolise leva
ao rompimento de estruturas terciarias e quaternarias das proteinas, facilitando a interacéo
substrato-enzima, todavia pode causar efeitos adversos a conformacdo da enzima e sua
atividade [31]. Gosset et al. [32] relatam que o pH utilizado durante o processo de isolamento
de proteinas pode influenciar no valor de grau de hidrélise do isolado protéico, pois ele pode
modificar a estrutura da proteina e dificultar a acdo de enzimas. O pH e a forca idnica alteram
a distribuicdo das cargas das cadeias laterais das proteinas [32].

Para avaliar o efeito dos diferentes tipos de colageno, da enzima e do ultrassom sobre
as diferentes variaveis analisadas foi escolhido o processo com o uso do ultrassom
concomitante. A hidrdlise enziméatica com ultrassom concomitante é mais vidvel e econémica

comparada a hidrélise com ultrassom prévio e posterior adi¢do da enzima.

3.3 Efeitos do ultrassom (sem e com), da enzima (0 e 4%) e dos diferentes tipos de
coladgeno sobre o teor de proteina, grau de hidrdlise e atividade antioxidante

O efeito do colageno, enzima e interacdo coldgeno x enzima foi significativo
(p<0,001) para as variaveis proteina (ptn), grau de hidrélise (GH) e atividade antioxidante
(AA), mostrando que os resultados dependem do tipo de colageno e da concentracdo de
enzima utilizada no processo de hidrélise enzimética (Tabela 6). O efeito do ultrassom, como
era esperado, ndo foi significativo (p>0,05) na hidrdlise enzimética das amostras. O efeito da
interacdo enzima x ultrassom, colageno x ultrassom e colageno x enzima X ultrassom so6 foi
significativo (p<0,05) para a varidvel atividade antioxidante, ou seja, esses trés fatores
determinaram os resultados obtidos para esta analise.

Houve correlacdo negativa (p<0,001) entre teor de proteina residual e grau de hidrolise
(r = -0,41), onde maiores teores de proteina resultaram em menores graus de hidrolise, isso se
deve a menor quebra durante o processo de hidrolise (Tabela 7).

Os valores de proteinas foram menores e de grau de hidrolise maiores para as amostras
de FB tratadas com 4% de enzima pepsina, devido a maior ruptura da estrutura protéica do
colageno (Tabela 8). Efeito observado também por Guerard et al. [33], que relataram o
aumento do grau de hidrdlise quando utilizado uma protease neutra comercial na hidrolise de
residuos de atum.

O teor de proteina residual dos hidrolisados (media por coldgeno) obtidos pelas
diferentes concentragdes de enzima variou de 4,81 a 7,96 mg/mL e o grau de hidrolise de 5,29
a 10,3%. No estudo realizado por Garcia-Moreno et al. [24] com o intuito de avaliar 15

hidrolisados diferentes, foi verificado que os hidrolisados provenientes de carapau (horse
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mackerel) apresentaram os maiores graus de hidrdlise (18,2 a 21,0%), valores maiores do que
os obtidos para hidrolisados de musculo de tubardo gato (small-spotted catshark) (17,3 a
19,2%), de hidrolisados de goraz (axillary seabream) (16,0 a 17,2%) e de hidrolisados de
sardinha (13,2 a 14,9%).

A liberagdo de peptideos com capacidade antioxidante ndo estd apenas relacionada
com as propriedades do substrato, escolha do tratamento enzimatico e com as condi¢fes do
processo (pH, temperatura e relacdo enzima/substrato), mas também, com a extensdo da
reacao de hidrélise [34]. O melhor tratamento para obtencdo de maior atividade antioxidante
para amostra FB foi com a utilizagdo de 4% de enzima e ultrassom concomitante, mostrando
que a atuacdo mutua da enzima e do ultrassom provocou maior ruptura protéica favorecendo o
aumento da funcionalidade do hidrolisado obtido dessa amostra (Tabela 9). A amostra de
hidrolisado de carapau (horse mackerel) de Garcia-Moreno et al. [24] apresentou atividade de
eliminacdo de radicais DPPH entre 35 e 45%, dependendo do tipo de tratamento empregado
((A) duas horas de hidrdlise com subtilisina seguido de duas horas de hidrdlise com tripsina;
(B) duas horas de reacdo com tripsina seguida por duas horas de incubacao com subtilisina e;
(C) quatro horas de hidrolise com adi¢do simultanea de ambas as enzimas).

A fibra de colageno é obtida do couro bovino, tratado com hidréxido de célcio, passa
pelo processo de desengorduramento e posterior secagem, resultando em longas cadeias de
polipeptideos. A enzima pepsina atua sobre ligacdes peptidicas de aminoacidos muito grandes
[35] e o ultrassom atua sobre ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, rompendo
estruturas terciarias e quaternarias das proteinas devido aos efeitos de cavitacdo. Essas
modificagdes estruturais possibilitam o acesso da enzima a estrutura, causando um aumento
no grau de hidrdlise [31]. A utilizagdo apenas de hidrdlise enzimética ou de ultrassom néo
geraram peptideos funcionais (com atividade antioxidante) quanto a hidrélise acida e com uso
de temperatura (sem enzima e ultrassom). Garcia-Moreno et al. [24] relatam que a atividade
antioxidante depende do tratamento enzimatico e da amostra utilizada. Amostras de
hidrolisados com baixa atividade antioxidante e consideravel grau de hidrélise sdo decorrentes
da geracdo maxima, em curto periodo, de peptideos com atividade de eliminacdo de radicais
DPPH, em seguida esses sdo hidrolisados em sequéncias inativas. Por outro lado, dependendo
do substrato usado no processo de hidrolise, a geracdo de peptideos com poder de captura de
radicais DPPH pode ser continuamente produzida por acdo enzimatica.

A FP ¢ obtida por processo similar ao da FB, entretanto é submetida a temperaturas
mais elevadas e passa por posterior processo de moagem, sofrendo tratamento mais drastico.

Para essa amostra o tratamento de hidrolise que possibilitou menor teor de proteina, maior
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grau de hidrdlise e maior atividade antioxidante foi o com uso de 4% de enzima. A pepsina
teve boa atuacdo frente ao substrato, gerando peptideos funcionais. A atividade antioxidante
encontrada por Bernardini et al. [36] para hidrolisado de proteinas sarcoplasmaticas da carne
de peito bovino foi de 18,68 + 2,78%, utilizando o método de analise DPPH.

A utilizag8o de enzima e ultrassom concomitante no processo de hidrolise da amostra
FP gerou baixo valor de atividade antioxidante (15,0%), provavelmente a enzima e o
ultrassom frente a esse substrato tenham atuado sobre estruturas e ligacoes diferentes e gerado
peptideos de baixa funcionalidade. Por isso, é de extrema importancia ter conhecimento da
amostra utilizada no processo de hidrolise, pois os resultados esperados sdo influenciados
diretamente pelas mesmas e decorrentes dos tratamentos e processos de obtengéo destas.

As amostras de colageno hidrolisado, PEP e PTL sdo derivadas do coladgeno nativo,
extraido de peles e ossos de animais através de hidrdlise quimica e enzimatica, apresentando
massas moleculares de 500 a 25.000 Da. Os hidrolisados das amostras PTL e PEP
apresentaram valores similares de atividade antioxidante para os tratamentos de hidrolise
enzimatica e hidrolise enzimatica assistida por ultrassom. Devido a essas amostras ja se
tratarem de hidrolisados a utilizacdo de enzima e ultrassom frente as mesmas afetou
negativamente a atividade antioxidante, provavelmente por terem hidrolisado drasticamente a
estrutura dos peptideos, podendo até terem causado a formacdo de radicais livres durante a
hidrélise, esses reagem com a proteina causando a oxidacgdo ou ainda levaram a formacéao de
sequéncia de peptideos inativos. O grau de hidrolise esta relacionado com a atividade
especifica da enzima. A maior atividade da enzima resulta em maior quebra das proteinas em
peptideos menores, todavia a quebra exagerada ou descontrolada pode prejudicar a
funcionalidade dos hidrolisados [37].

As amostras PEP e PTL tratadas com ultrassom apresentaram os maiores valores de
atividade antioxidante. No estudo realizado por Klompong et al. [38] foi relatado que a
atividade sequestradora de radicais DPPH por hidrolisados de masculo de Trevally
(Selaroides leptolepis) usando as enzimas flavourzyme e alcalase foi aumentada quando o
grau de hidrolise diminuiu. Resultado contrario foi encontrado por You et al. [39] que
encontraram maior atividade de eliminagdo de radicais DPPH quando o grau de hidrolise
aumentou. Os peptideos de diferentes hidrolisados diferem em termos de comprimento de
cadeia e de sequéncia de aminoacidos, contribuindo para a variagdo da capacidade de captura
dos radicais DPPH [40].

As gelatinas GEL e ROU sdo amostras parcialmente hidrolisadas em meio alcalino

(tratamento dréastico), com massas moleculares proximas a 100.000 Da. Resultados parecidos
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de proteina foram encontrados para as amostras GEL e ROU, levando em consideracdo que as
amostras sao provenientes de tratamentos de extragdo semelhantes e sdo gelatinas do tipo B.

O maior valor de atividade antioxidante encontrado para GEL foi de 43,9% e para
ROU foi de 53,7%, sendo referente ao tratamento de hidrélise com apenas o uso do ultrassom.
Quando a amostra ROU foi tratada com enzima apresentou maior valor de grau de hidrolise,
entretanto a atividade antioxidante foi inferior quando da utilizagdo de enzima no processo. O
grau de hidrolise é determinado pelas condi¢cbes de processo (relacdo enzima/substrato,
tempo, temperatura e pH) e influenciado pela natureza da atividade enzimatica [41]. Isso
evidencia que nem sempre maior grau de hidrélise vai resultar em maior atividade
antioxidante, pois o que determina a maior funcionalidade do hidrolisado é a formacéo de
peptideos de alto poder de captura de radicais livres.

Os tratamentos de hidrolise enziméatica com ultrassom concomitante e hidrolise
enziméatica foram benéficos, avaliando a varidvel atividade antioxidante, apenas para as
amostras FB e FP, respectivamente, as quais sdo amostras estruturalmente maiores. Para as
amostras com menores cadeias de aminoacidos a hidrélise com a enzima pepsina ndo foi
interessante, mesmo essa assistida por ultrassom, provavelmente por ter quebrado a estrutura
dessas amostras em locais inadequados para a liberacdo de peptideos de alta funcionalidade,
podendo ter gerado peptideos muito pequenos ou até mesmo aminoacidos livres ou inativos.
O tratamento de hidrdélise utilizando apenas o ultrassom proporcionou as amostras comerciais
ja hidrolisadas (PEP e PTL) e parcialmente hidrolisadas (GEL e ROU) maiores valores de
atividade antioxidante.

As amostras, de forma geral, ndo apresentaram boa atividade antioxidante, apesar de
terem apresentado valor de grau de hidrolise significativo. Isso pode ser justificado pelo fato
da enzima pepsina ser normalmente utilizada no processo de extragéo de colageno, pois extrai

com maior facilidade a fracdo colagenosa do substrato, é uma enzima agressiva a proteina.

3.4 Resultados da atividade antimicrobiana

Praticamente todos os hidrolisados apresentaram atividade antimicrobiana adequada
para inibir o crescimento da bactéria Gram-negativa Salmonella choleraesuis, sendo
necessaria uma concentracdo de amostra menor que 10%, com excecdo das amostras FB HU,
FP HU, GEL HU (ndo solubilizaram) e PTL EHU (17,5%), PTL UEH (15%), PTL EH (20%)
(Tabela 10).

Para a inibicdo da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus as amostras que

necessitaram de porcentagem maior que 10% foram FB HU, FP HU, GEL HU (nédo
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solubilizaram) e PEP UEH (22,5%), as demais necessitaram de concentracdo menor que 10%
para inibir o crescimento da bactéria. Provavelmente a acdo dos hidrolisados foi favorecida
pela melhor ligacédo do peptideo com a membrana celular bacteriana, causando a inibigédo dos
micro-organismos.

No estudo realizado por Soares [42], hidrolisados proteicos de torta de soja obtidos por
hidrdlise enzimatica realizada com pepsina, apresentaram atividade antimicrobiana contra S.
Enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, S. Brasil e E. coli. Os componentes
presentes nesses hidrolisados atuaram melhor contra as bactérias Gram-positivas (S. aureus,
L. monocytogenes e B. cereus).

Giuliani et al. [43] relataram que peptideos com atividade antimicrobiana sdo
pequenos, com massa molecular abaixo de 10 kDa [44]. Apresentam carga positiva e sdo
compostos de molécula anfipatica (apresentam regides hidrofobicas e hidrofilicas) [43]. A
permeacao do peptideo depende da sequéncia de aminoéacidos, da composi¢cdo da membrana
lipidica e da concentracdo de peptideo [45].

Os hidrolisados apresentaram atividade antimicrobiana, apresentando potencial de

aplicacdo em produtos alimenticios com esta finalidade.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo do ultrassom prévio ou concomitante a hidrélise enzimética potencializou
a ruptura estrutural das amostras fibra, gelatina 1 e gelatina 2. A hidrolise enzimatica gerou
maior quantidade de bandas em nimero de onda (cm™).

Os tratamentos de hidrolise enzimatica com ultrassom concomitante e hidrélise
enzimatica proporcionaram as amostras fibra e fibra po, respectivamente, menor teor de
proteina, maior grau de hidrélise e maior atividade antioxidante. O tratamento de hidrolise
apenas com ultrassom possibilitou maior atividade antioxidante para as amostras comerciais
de hidrolisado 1, hidrolisado 2, gelatina 1 e gelatina 2, mesmo tendo resultado em baixo grau
de hidrolise. Podendo inferir que nem sempre maior grau de hidrolise resulta em maior
atividade antioxidante. A amostra que apresentou maior atividade antioxidante foi a gelatina
2. Os hidrolisados mostraram inibicdo contra a bactéria Gram-negativa Salmonella
choleraesuis e a Gram-positiva Staphylococcus aureus. A atuacdo dos hidrolisados foi
favorecida pela melhor ligacdo do peptideo com a membrana celular bacteriana, causando a
inibicdo dos micro-organismos, podendo ser utilizados no desenvolvimento de produtos

alimenticios com essa finalidade.
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Diante disso, pode-se concluir que a hidrolise enzimatica com ultrassom concomitante
ou ndo so foi favoravel para a funcionalidade das amostras fibra e fibra pd, para as demais
amostras sua utilizacdo como tratamento de hidrolise ndo foi interessante devido aos baixos
resultados de atividade antioxidante encontrados. Entretanto, proporcionou para todas as
amostras maior rompimento estrutural. Para futuras pesquisas, onde o objetivo for a obtencgéo
de peptideos para dietas parenterais, enriquecimento de meio ou suplementacdo alimentar, ou
até mesmo obtencdo de aminoacidos, o uso da enzima pepsina e do ultrassom concomitante
como processo de hidrolise seria interessante, entretanto, para este estudo, onde o objetivo foi
aumentar a funcionalidade dos hidrolisados, a utilizacdo dos mesmos concomitantemente ndo

foi interessante.
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Tabela 1 — Diferentes tipos de coldgenos bovinos utilizados para obtengéo dos hidrolisados proteicos.
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Tipo de colageno Descricdo Fabricante Nome/Sigla
) Tamanho de particula entre 1,80 e 1,92 mm; Extraida de pele Novaprom Food Ingredients _
Fibra natural _ _ ) ] Fibra/FB
bovina por tratamento alcalino, pH entre 7 € 9,5 Ltda (Lins — SP - Brasil)
) ] Tamanho de particula entre 0,45 e 0,57 mm; Extraida de pele Novaprom Food Ingredients ) ]
Fibra em po _ _ ) _ Fibra po/FP
bovina por tratamento alcalino, pH entre 7 € 9,5 Ltda (Lins — SP- Brasil)
Extraida de couro ou de diversas matérias-primas por hidrolise _ _ _
_ ) _ o Gelita do Brasil Ltda (Cotia — C®
Gelatina 1 parcial alcalina (tratamento drastico); 236 g de Bloom; 40 mP de SP- Brasil) Gelita™/GEL
- Brasi
viscosidade; 11% de umidade; pH 5,6; <= 2% de cinzas
Extraida de couro ou de diversas matérias-primas por hidrolise _ )
_ ) ) ) Rousselot Gelatinas do Brasil ®
Gelatina 2 parcial alcalina (tratamento drastico); 250g de Bloom; 3,8 mP de ) Rousselot™/ROU
o _ _ Ltda (Amparo — SP- Brasil)
viscosidade; 12,4% de umidade; pH 5,5; <=2% de cinzas
Extraido de couro bovino/ pele suina por hidrélise quimica + _ _ _
o o o ) Gelita do Brasil Ltda (Cotia — e
Hidrolisado 1 enzimatica; 39 mP de viscosidade; 5,9% de umidade; 92,1% de SP- Brasil) Peptiplus™/PTL
- Brasi
proteinas; pH 5,7; <=2% de cinzas
Extraido de couro bovino/ pele suina por hidrolise quimica + ) )
o o S ) Rousselot Gelatinas do Brasil ®
Hidrolisado 2 enzimatica; 4 mP de viscosidade; 7,2% de umidade; 92,15% de Peptan B™/PEP

proteina; pH 6; 0,65% de cinzas

Ltda (Amparo — SP- Brasil)

Fonte: [22-24].
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados para obtencdo dos hidrolisados proteicos de colagenos

bovinos.

Sigla Descricdo dos tratamentos Enzima Ultrassom T°C
CcC Colagenos brutos Nao Néo 45
HU Hidrdlise por ultrassom Nao Sim 52+25
EH Hidrolise enzimatica Sim Né&o 45

Hidrolise enziméatica com ultrassom _ _
EHU ) Sim Sim 52+25
concomitante
Tratados previamente com ultrassom e _ _
UEH Sim Sim 52+25

posterior hidrélise enzimatica
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&
FBEHU
Factor?

OPTLUEH ™,
; OPEP EH ™,
PEP EHU™® FB UEH )
%, OPTLHU ,
% PEP HU @FB.E!j

Factor3

Eig. 1 Dispersao tridimensional da parcela obtida pela PCA com base na regido 500-1722 cm

FB — fibra natural de colageno; FP — fibra de coldgeno em pé; PEP — colageno hidrolisado 2; PTL — colageno
hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. HU — hidrélise por ultrassom; EH — hidrélise enzimatica;
EHU — hidrolise enzimatica com ultrassom concomitante; UEH — tratados previamente com ultrassom e
posterior hidrolise enzimatica.
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Tabela 3 - Valores probabilisticos para avaliar o efeito do ultrassom prévio ou concomitante a
hidrélise enziméatica com pepsina sobre as varidveis proteina (mg/mL), grau de hidrdlise (%),
e atividade antioxidante (%).

Efeitos ptn GH AA
Colageno 0,0001 0,0001 0,0007
Ultrassom 0,9737 0,2511 0,5328
Colageno x Ultrassom 0,0253 0,2136 0,1982
Média 5,45 15,7 28,1
CVv 3,57 3,21 18,9

ptn — proteina; GH — grau de hidrolise e AA — atividade antioxidante. CV (%) — coeficiente de variagao.
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Tabela 4 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrolise (%) e atividade antioxidante (%) dos hidrolisados de colageno.

ptn GH AA
ptn 0,04 -0,02"
GH 0,41*

AA

ptn — proteina; GH — grau de hidrdlise e AA — atividade antioxidante. ™N&o significativo (p>0,05);
*Significativo (p<0,05); **Significativo (p<0,01); ***Significativo (p<0,001).
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Tabela 5 — Médias totais de proteina, grau de hidrolise e atividade antioxidante para as
amostras de hidrolisados de colageno, avaliando o efeito do ultrassom na hidrélise enzimatica.

Ultrassom
Prévio Concomitante
Proteina, mg/mL 5,56 5,56
Grau de hidrélise, % 15,0 16,5
Atividade antioxidante, % 27,9 26,7

Médias seguidas por letras mintisculas distintas na mesma linha diferem (p<0,05) entre ultrassom pelo teste “t”.
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Tabela 6 - Valores probabilisticos para avaliacdo do efeito do ultrassom (concomitante), da
enzima (0 e 4%) e dos diferentes tipos de coldgeno sobre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrdlise (%) e atividade antioxidante (%).

Efeitos ptn GH AA
Colageno 0,0001 0,0001 0,0001
Enzima 0,0001 0,0001 0,0003
Ultrassom 0,7576 0,1717 0,5095
Enzima x Ultrassom 0,6720 0,2603 0,0316
Colageno x Enzima 0,0001 0,0001 0,0001
Coléageno x Ultrassom 0,1965 0,1667 0,0018
Colageno x Enzima x Ultrassom 0,3594 0,2362 0,0002
Média 6,07 8,80 31,45
CcVv 3,94 2,33 20,35

ptn — proteina; GH — grau de hidrolise e AA — atividade antioxidante. CV (%) — coeficiente de variacéo.
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Tabela 7 - Coeficientes da correlacdo de Spearman entre as variaveis proteina (mg/mL), grau
de hidrolise (%) e atividade antioxidante (%) dos hidrolisados de colageno.

ptn GH AA
ptn -0,41%** -0,03™
GH -0,13™

AA

ptn — proteina; GH — grau de hidrélise e AA — atividade antioxidante. ™N&o significativo (p>0,05);
*Significativo (p<0,05); **Significativo (p<0,01); ***Significativo (p<0,001).



132

Tabela 8 — Médias de proteina e grau de hidrolise para as diferentes amostras de hidrolisados
de colagenos bovinos.

Colageno* Enzima, % Média Enzima, % Média

g 0 4 coladgeno 0 4 coladgeno
Proteina, mg/mL Grau de hidrolise, %

FB 7,00  562°A 6,318 0,60" 19,824 10,24

FP 8,70" 7,228 7,96" 1,15° 18,924 10,14

PEP 562°°  4,06°® 5,29° 0,00° 10,62 5,29¢

PTL 512%  451°® 4,81F 2,06" 13,728 7,888

GEL 6,58 534 5,96¢ 0,58" 18,924 9,75"8

ROU 6,778¢ 537 6,075 0,23° 20,44 10,3"

e'\r’]';f::]"’; 663 550 0,77 17.1

*FB — fibra de colageno; FP — fibra de coldgeno em pé; PEP — colageno hidrolisado 2; PTL — colégeno
hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. Médias seguidas por letras minUsculas distintas na mesma
linha diferem (p<0,05) entre enzima pelo teste “t”. Médias seguidas por letras mailsculas distintas na mesma
coluna diferem (p<0,05) entre colageno pelo teste “t”.
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Tabela 9 — Médias de atividade antioxidante para as diferentes amostras de hidrolisados de

colagenos bovinos.

, ) US conc* Média Média
* % [0)
Colageno Enzima, % Sem Com enzima coldgeno
Atividade antioxidante, %
0 33,4 16,5° 24,9 c
FB 4 25,9" 40,74 33.3 29,1
Média ultrassom 29,6 28,6
0 17,78 14,6 16,2 b
FP 4 38,6% 15,0° 26,3 2L
Meédia ultrassom 28,2 14.8
0 38,8" 49,84 44,3 .
PEP 4 17,4 20,08 187 31,5
Meédia ultrassom 28,1 34,9
0 23,5 41,1° 32,3 BC
PTL 4 27.6 30.6 29.1 30,7
Meédia ultrassom 25,5 35,8
0 36,8 43,94 40,4 AB
GEL 4 38,7° 27 5" 331 36,7
Média ultrassom 37,7 35,7
0 42.6° 53,7%4 48,2 A
ROU 4 28.1 28,08 28.1 38,1
Meédia ultrassom 35,4 40,8
Média geral ultrassom 30,7 31,8

**EB — fibra de colégeno; FP — fibra de colageno em p6; PEP — coldgeno hidrolisado 2; PTL — colageno
hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. *US conc — ultrassom concomitante. Médias seguidas por
letras mindsculas distintas na mesma linha diferem (p<0,05) entre ultrassom pelo teste “t”. Médias seguidas por
letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem (p<0,05) entre enzima ou colidgeno pelo teste “t”.
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Tabela 10 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), dos diferentes hidrolisados de colageno,
necessaria para inibicao da bactéria Gram-negativa (Salmonella choleraesuis - ATTC 10708)
e Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATTC 6538).

R . . Bacterias
Hidrolisados de colageno Salmonella choleraesuis Staphylococcus aureus

FB EHU <10,0% <10,0%

FB HU - -
FB UEH <10,0% <10,0%
FB EH <10,0% <10,0%
FP EHU <10,0% <10,0%

FP HU - -
FP UEH <10,0% <10,0%
FP EH <10,0% <10,0%
PEP EHU <10,0% <10,0%
PEP HU <10,0% <10,0%
PEP UEH <10,0% 22,5%
PEP EH <10,0% <10,0%
PTL EHU 17,5% <10,0%
PTL HU <10,0% <10,0%
PTL UEH 15,0% <10,0%
PTL EH 20,0% <10,0%
GEL EHU <10,0% <10,0%

GEL HU - -
GEL UEH <10,0% <10,0%
GEL EH <10,0% <10,0%
ROU EHU <10,0% <10,0%
ROU HU <10,0% <10,0%
ROU UEH <10,0% <10,0%
ROU EH <10,0% <10,0%

**EB — fibra de colageno; FP — fibra de coldgeno em p6; PEP — colageno hidrolisado 2; PTL — colageno
hidrolisado 1; GEL — gelatina 1; ROU — gelatina 2. HU - hidrolise por ultrassom; EH — hidrolise enzimatica;
EHU - hidrdlise enzimatica assistida por ultrassom; UEH - tratados previamente com ultrassom e posterior
hidrolise enziméatica. * Amostras contidas de “-“ em seus resultados, ndo solubilizaram para realizagdo da
analise.
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V. CAPITULO

7. CONSIDERACOES FINAIS

Através da caracterizacdo fisico-quimica dos diferentes colagenos foi possivel
verificar que estes sdo ricos em proteinas. A obtencdo dos hidrolisados de diferentes
colagenos bovinos foi possivel através da utilizacdo de diferentes tratamentos de hidrdlise,
onde, dependendo da amostra, da utilizacdo do ultrassom e do tipo de enzima foi obtido
resultados distintos para as varidveis analisadas.

As enzimas atuaram sobre diferentes estruturas proteicas nas hidrélises, variando de
acordo com o tipo de amostra e condi¢Ges do meio, principalmente, a forma de aplicacdo do
ultrassom. O ultrassom potencializou a hidrélise estrutural das amostras de colagenos
bovinos, gerando maior quantidade de bandas em niimero de onda (cm™). A FTIR e a PCA se
mostraram técnicas eficazes para avaliacdo e diferenciacdo estrutural dos hidrolisados de
diferentes colagenos bovinos, caracterizando-os de acordo com suas semelhancas espectrais.

Foi possivel avaliar o grau de hidrdlise, a atividade antioxidante e antimicrobiana dos
hidrolisados, onde os resultados obtidos mostraram boa funcionalidade. Os tratamentos de
hidrélise realizados para estudo da acdo da enzima pepsina e do ultrassom proporcionaram
menor média de proteina residual (pela analise de Lowry). Os maiores valores de grau de
hidrélise foram obtidos com os tratamentos de hidrélise utilizando a enzima Flavourzyme® e
0 ultrassom concomitante a hidrdlise enziméatica. Maiores valores de grau de hidrélise ndo
necessariamente geraram maiores valores de atividade antioxidante, devido a quebra
excessiva da estrutura proteica, gerando peptideos com baixa ou nenhuma funcionalidade.

Dentre todos os tratamentos de hidrdlise utilizados para as trés diferentes enzimas
(Alcalase®, Flavourzyme® e pepsina), o que proporcionou maior atividade antioxidante as
amostras fibra, hidrolisado 2, hidrolisado 1, gelatina 1 e gelatina 2 foi com o uso de ultrassom
prévio seguido de hidrélise enzimatica com 16% de enzima Alcalase®, sendo de 56,1, 59,1,
64,9, 66,2 e 64,3%, respectivamente. Ja para a amostra fibra pé foi o tratamento com uso de
ultrassom concomitante a hidrélise enzimatica utilizando 8% de enzima Alcalase® (53,6%).
Estes valores de atividade antioxidante sdo similares ou comparaveis com os de extratos de
origem vegetal, representando o potencial de uso destes hidrolisados.

Os hidrolisados obtidos da hidrdlise enzimatica com pepsina concomitante ou ndo ao

uso do ultrassom foram os que mostraram maior potencial de inibicdo das bactérias



136

Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus, podendo estes serem utilizados no
desenvolvimento de produtos alimenticios com esta finalidade.

Cada diferente enzima se destacou para uma propriedade analisada, onde, dependendo
do objetivo pretendido (menor estrutura peptidica, aminoacidos livres, atividade antioxidante
e antimicrobiana) a utilizagdo destas junto ao seu tratamento de destaque € indicada. Para o
presente estudo o principal objetivo foi aumentar a funcionalidade dos hidrolisados, sendo
assim, o tratamento com melhores resultados foi com a enzima Alcalase® (16%) e ultrassom

prévio, este proporcionou maiores valores de atividade antioxidante.

8. SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Purificacdo, analise de peso molecular (eletroforese em gel de poliacrilamida) e
sequenciamento dos aminoacidos dos hidrolisados de diferentes coldgenos bovinos. Testar 0s
hidrolisados em diferentes produtos alimenticios com o intuito de avaliar suas diferentes
propriedades demonstradas neste trabalho. Analisar a atividade dos hidrolisados contra a
enzima conversora da angiotensina-1 (ECA-1). Avaliar o efeito da sonda de ultrassom
juntamente a enzima pepsina na hidrolise das amostras testas visando obtencdo de
aminoacidos livres, podendo estes serem utilizados na suplementacdo alimentar. Avaliar o

efeito da combinagéo de diferentes enzimas na hidrélise de colagenos.
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