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MENESES, C. G. D. Caracterizagdo da membrana da casca do ovo de galinha para a produgéo
de microcapsulas de hidrogel pela técnica de gelificacdo i6nica. [Dissertacdo]. Sdo Cristovao:
Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncias da Nutricdo. Universidade Federal de Sergipe, 2024.

RESUMO

O ovo é uma fonte de proteina acessivel e sua producdo no Brasil vém crescendo ao decorrer
dos anos. Esse aumento resulta na ampliacdo de residuos gerados pela industria, visto que a
casca corresponde a 11% do peso total do ovo. As membranas presentes na casca do ovo se
constituem de proteinas, dentre elas o colageno, proteina fibrosa formada pelos aminoacidos
glicina, prolina e hidroxiprolina. A suplementacdo do coldgeno € altamente indicada em razao
da diminuicéo da sua producéo natural pelo organismo ao iniciar a fase adulta. Desse modo, a
membrana da casca do ovo pode ser empregada como estratégia para essa reposi¢ao, uma vez
que os colagenos do tipo I, V e X estdo presentes na sua composicdo. Nesse contexto, esse
estudo teve como objetivo microencapsular a membrana da casca do ovo empregando a técnica
de gelificacdo ibnica, alternativa simples e de baixo custo que irad preservar o colageno existente
na membrana. As cascas foram coletadas em uma industria de alimentos localizada na cidade
de Aracaju/SE. As membranas e microcapsulas foram caracterizadas empregando as analises
fisicas: rendimento, tamanho, peso, atividade de agua e cor, fisico-quimicas: umidade, cinzas,
pH, proteinas totais, colageno, hidroxiprolina, prolina, glicina e Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e andlises microbiol6gicas quanto a
contagem de coliformes termotolerantes e salmonela sp. As analises foram realizadas em
triplicada e os valores encontrados expressos como a média + desvio padrdo. Os resultados
obtidos indicaram auséncia de Salmonella em 25g de membrana e coliformes termotolerantes
(<3 NMP/qg) para as amostras submetidas a tratamento térmico, conforme preconiza legislacao.
Quanto ao rendimento do processo de retirada da membrana, o mesmo apresentou valor
favoréavel (13.07%), o que torna o seu reaproveitamento vidvel. Ao avaliar os resultados das
proteinas totais e de colageno da microcapsula (1.18% + 0.04 e 0.65% p/p) em comparac¢ao com
0s da membrana (86.80% + 2.17 e 8.17% + 0.25 p/p) foi identificada a necessidade de ofertar
um novo meio de armazenamento da membrana visando o maior aproveitamento nutricional.
Portanto, foi encapsulado 100 mg da membrana da casca do ovo em cépsula de gelatina incolor
n°l. Os resultados da quantificacdo dos aminoacidos presentes na membrana foram de
hidroxiprolina (1.02% + 0.02 p/p), prolina (10.3% % 0.12 p/p) e glicina (4.72% + 0.02 p/p). Por
fim, a anélise de FTIR evidenciou a presenca de aminas e amidas na particula da membrana da
casca do ovo. Esse estudo resultou na elaboragdo de um novo produto com alto valor
nutricional, encorajando a industria alimenticia e/ou farmacéutica para o desenvolvimento de
novos produtos com valor agregado.

Palavras-chaves: membrana do ovo; residuo; proteinas; colageno.



MENESES, C. G. D. Preparation of Hydrogel Microcapsules from Chicken Eggshell
Membrane using the lonic Gelation Technique. [Dissertation defense]. Sdo Cristovédo: Graduate
Program in nutrition sciences. Federal University of Sergipe, 2024.

ABSTRACT

Eqggs are an affordable source of protein and their production in Brazil has increased over the
years. Example: Egg consumption as a cost effective proteine source has seen a market rise in
recent years. This growth has led to an increase in waste from the industry, primarily from
eggshells, which make up to 11% of an egg’s total weight. Along with the shells, the membranes
have nutritional value as they are sources of proteins, including collagen, a fibrous protein
formed by the amino acids glycine, proline and hydroxyproline. Collagen supplementation is
highly recommended due to the decrease in its natural production by the body at the beginning
of adulthood. The eggshell membrane can be used as a strategy for this replacement, since type
I, V and X collagens are present in its composition. In this context, this study aimed to
microencapsulate the eggshell membrane using the ionic gelation technique, a simple and low-
cost alternative that will preserve the existing collagen in the membrane. The eggshells were
collected in a food industry located in the city of Aracaju/SE. The membranes and
microcapsules underwent comprehensive characterization, including physical analyses (yield,
size, weight, water activity, and color), physical-chemical analyses (moisture, ash, pH, total
proteins, collagen, hydroxyproline, proline, glycine), as well as Infrared Spectroscopy with
Transformation Fourier (FTIR), and microbiological analyses for thermotolerant coliforms and
Salmonella spp. The analyzes were carried out in triplicate and the values found were expressed
as the mean = standard deviation. The results obtained indicated the absence of Salmonella in
25g of membrane and thermotolerant coliforms (<3 MPN/g) for samples subjected to heat
treatment, as recommended by legislation. As for the yield of the membrane removal process,
it presented a favorable value (13.07%), which makes its reuse viable. When evaluating the
results of total and collagen proteins of the microcapsule (1.18% + 0.04 and 0.65%) compared
to those of the membrane (86.80% + 2.17 and 8.17% = 0.25) the need to offer a new means of
storing the membrane was identified, aiming for greater nutritional use. Therefore, 100 mg of
eggshell membrane was encapsulated in colorless gelatin capsule n°1. The results of the
quantification of amino acids present in the membrane were hydroxyproline (1.02% + 0.02),
proline (10.3% £ 0.12) and glycine (4.72% + 0.02). Finally, FTIR analyzes showed the presence
of amines and amides in the eggshell membrane particle. This study resulted in the development
of a new product with high nutritional value, encouraging the food and/or pharmaceutical
industry to develop new products with added value.

Keywords: egg membrane; residue; proteins; collagen.
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1 INTRODUCAO

O ovo é uma fonte de proteina de elevado consumo pelo fato de ter preco mais acessivel,
qguando comparado a outras proteinas de origem animal. Ademais, a industrializacdo de ovos
possibilita diversas vantagens tanto econOmicas quanto relacionadas ao transporte e
conservacao, contudo, devido a essa pratica, um namero elevado de residuos é gerado visto que
a casca do ovo corresponde a 11% do peso total do ovo (OLIVEIRA et al, 2013).

O residuo ndo comestivel representado pela casca do ovo € um subproduto de pouco
valor vendavel. Além da casca calcificada estdo presentes as membranas, que sao divididas em
externa, interna e limitante, cuja exerce importante fungéo de evitar a penetracdo de bactérias,
sendo indispensaveis a formacdo da casca do ovo (NAKANO et al, 2003). As membranas
contém valor nutricional por serem fontes de proteinas combinadas, elastina, colageno,
glucosamina, condroitinina e &cido hialurénico (HEWLINGS et al, 2019).

Nesse contexto, a possibilidade do consumo das membranas como estratégia potencial
para prevenir a baixa ingestdo de proteinas pode ser favoravel. De acordo com Zhao et al,
(2019), este subproduto é uma fonte de proteina de alta qualidade, visto que demostracfes
clinicas mostram a sua relacdo com o alivio da inflamacdo nas articulacdes, a cicatrizacao de
feridas, a eliminacéo de radicais livres, a protecdo de DNA, o clareamento da pele e a protecdo
da derme contra as rugas.

O colageno é uma proteina fibrosa com cadeias peptidicas de aminoacidos (unidade
tripeptidica composta por glicina, prolina e hidroxiprolina) que tem a funcéo de contribuir com
a integridade estrutural dos tecidos no organismo em que esta presente (SILVA; PENNA,
2012). Ao iniciar a fase adulta, a suplementacdo do colageno é indicada, pois sua producao
natural é diminuida, logo as membranas presentes na casca do ovo podem ser usadas como
alternativa em virtude do colageno (WONG et al, 1984; ARIAS et al, 1992).

A membrana da casca do ovo nao € constituida apenas de colageno, entretanto os tipos
I, V e X estdo presentes de forma significativa (NAKANO et al, 2003). Segundo Du et al.
(2015), os colagenos dos tipos | (presente na pele, no tenddo, nos 0ssos e na dentina) e V
(distribuido no pulméo, na cornea, nos 0ssos e nos tecidos fetais) aparecem em menor propor¢ao
e expressam em torno de 0,6% da proteina da membrana. No entanto, o tipo X tem maior
participacdo e consiste em uma molécula de cadeia curta que colabora para a integridade
estrutural, ou seja, é de suma importancia na formacéo da cartilagem (OLIVEIRA et al, 2017).

O consumo de colageno traz diversos beneficios, como: melhora a firmeza da pele,
previne o envelhecimento (devido a sua acao antioxidante), protege as articulacdes, auxilia no

tratamento da osteoporose, é anti-hipertensivo e protege contra Ulceras-gastricas. As fibras do
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colageno sdo consideradas 6timas opgdes, elas atuam no trato gastrointestinal, mantendo o seu
funcionamento normal, previnem a constipacdo e induzem a saciedade, quando consumidas
junto as refei¢bes (SILVA e PENNA, 2012).

Uma forma de ofertar o colageno da membrana da casca do ovo € atraves do processo
de microencapsulacdo. Consiste em um método confidvel capaz de melhorar o tempo de
retencdo do nutriente no alimento e preservar a estabilidade dos compostos bioativos durante o
processamento e armazenamento, além de retardar os processos de degradacdo como por
exemplo, a oxidacdo e hidrdlise (AGUIAR et al, 2016), aumentando a vida util do produto
(BASU et al, 2018). Conforme Strobel (2020), a gelificacdo ibnica € um processo de
encapsulacdo simples e de baixo custo.

A reflexdo acerca da sustentabilidade estimula a criacdo de novas formas de
reaproveitamento dos residuos gerados pelo homem. Quanto menor for a producdo de lixo,
maior sera a preservacao do meio ambiente. Portanto, o projeto em questdo visa encontrar uma
nova op¢ao de reaproveitamento de um dos residuos provocados pelo processamento industrial
do ovo, como forma de minimizar os impactos ambientais, gerando um novo produto com

agregacdo de valor.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A producdo de ovos e residuos resultantes do processamento industrial

Ao decorrer dos ultimos anos, a industria tem atraido atencéo especial por ser uma fonte
preocupante de poluicdo do meio ambiente. O fato de produzir um alto volume de residuos,
sejam eles sélidos ou liquidos, tem despertado nas autoridades a preocupagdo com a forma de
descarte escolhida por esse setor. Uma vez que, o despojamento do material restante pode
resultar ndo s6 em contaminag6es dos recursos hibridos e poluicdo do meio ambiente como
também pode vir a causar riscos a satde publica (FREIRE e HOLANDA, 2006).

Ao analisar a producéo nacional de ovos do Brasil, que correspondeu em 2020 a 53,533
bilhdes de unidades (EMBRAPA, 2021), é possivel concluir que hd geracdo de elevado
quantitativo de material restante oriundo do seu consumo, haja vista que, a casa do ovo
representa 11% do seu peso total. Uma grande parte desses residuos resultam de processos
industriais e sdo utilizados na agricultura para corrigir o pH de solos acidos. Contudo, mesmo
gerando retorno econdmico, o quantitativo remanescente ainda nao é valorizado (OLIVEIRA
etal, 2013).

O quantitativo alto de cascas de ovos gerado anualmente é preocupante pois mesmo
sendo um material natural, que ndo apresente perigo no momento do descante, o fato dele ser
despejado no meio ambiente gera um problema de suma importancia. Essa atitude impensada
além de poluir o meio ambiente ird propiciar o desenvolvimento de ratos e vermes devido a
matriz proteica organica presente que ird afetar a sadde publica do local (FREIRE e
HOLANDA, 2006).

A importancia da gestdo da parcela residual de ovos utilizados na industria torna-se
pertinente, visto que, esse material esta disponivel de forma abundante, por ser subproduto
comum em todo o mundo, e, mesmo sendo biodegradavel, pode causar riscos ambientais
quando depositado em grandes quantidades (GURU e DASH, 2014). Considerando o elevado
descarte da casca do ovo, o emprego na produgdo um novo produto torna-se alternativa
promissora.

No momento atual, a legislacdo ambiental em diversos locais do mundo tem pressionado
as empresas que se responsabilizem pelos residuos gerados nos seus processos € criem
protocolos corretos para o descarte daquilo que for restante ao finalizar a sua producdo. Essa
dura fiscalizagdo tem incentivado um olhar diferenciado ao material que antes era descartado
sem a devida atencdo. Com isso, um grande numero de novos produtos tem surgido com a

intencdo de agregar valor a esses residuos (CUNHA et al, 2019).
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2.2 Membrana da casca do ovo de galinha: caracteristicas bioldgicas, nutricionais e
perspectivas de emprego como recurso natural

Os ovos de galinha tém pertencido a dieta de muitas culturas ao longo dos séculos e
sempre foram bem aceitos. Algumas culturas inclusive possuem o hébito de ingerir as cascas e
membranas da casca do ovo (RUFF et al, 2012).

O ovo é composto por diversas partes, as principais sdo: casca, membranas da casca,
gema e clara (também conhecida como albumen). Ha também as partes que estdo presentes em
menor volume, como por exemplo: o disco germinativo, as calazas, a cuticula e a cdmara de ar
(MEDEIROS; ALVES, 2014). Cerca de 10% do peso total do ovo é formado pela casca e as
membranas, que tém a propriedade de evitar a contaminacgdo por bactérias além de garantir a
durabilidade da casca (CORDEIRO; HINCKE, 2011).

Analisando de outra perspectiva, as membranas da casca do ovo possuem potencial
como biomaterial util e sdo disponiveis em grandes quantidades como um produto residual da
industria de processamento de ovos (DU et al, 2015). Pesquisadores tém dado atencdo a este
subproduto uma vez que, de acordo com Zhao et al, (2019), a membrana da casca do ovo é uma
fonte de proteina de alta qualidade, visto que ha relacdo com o alivio da inflamacao nas
articulacdes, a cicatrizacdo de feridas, a eliminacdo de radicais livres, a protecdo de DNA, 0
clareamento da pele e a protecdo da derme contra as rugas.

As membranas da casca do ovo sdo divididas em membrana externa, membrana interna
e membrana limitante. E possivel separar de forma mecanica as membranas interna e limitante
entretanto a membrana externa € retirada da casca do ovo de forma mais eficaz utilizando
tratamento acido: HCI, EDTA ou até mesmo o &cido aceético diluido, (BALAZ, 2014).

As membranas sao filamentos unidos por ligamentos de interconexao que déo origem a
uma malha fibrosa retiforme e estdo localizadas em niveis paralelos a casca do ovo (HINCKE
et al., 2000). Ou seja, no alto da clara do ovo encontra-se uma fina faixa que ¢ denominada
membrana interna, que permanece incalcificada, e unido a concha é possivel localizar a
membrana externa (Figura 1A), que em alguns locais torna-se mineralizada por ser pontos de
fixacdo dos corpos mamilares da superficie interna da concha calcificada (Figura 1B (DU et al.,
2015; HINCKE et al, 2000).
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Figura 1- Morfologia de membrana de casca de ovo por micrografia eletronica de varredura: (A) —
Fibras da membrana interna (ISM), fibras da membrana externa (OSM) e pontos de fixacdo dos corpos
mamilares (MB), e (B) — Membrana limitante (que circunda a clara do ovo) (LM).

Fonte: Adaptado de Hincke et al (2000).

Apartir da figura 2, é possivel identificar a disposicdo das membranas na estrutura do
ovo. A membrana externa esté localizada préxima aos cones mamilares e tem espessura de 1 a
7 um. No entanto, a membrana interna tem menor dimenséo, com espessura de 0,1 a 3 um, ¢ é
separada da membrana externa por um espago preenchido com ar. Por fim, a membrana
limitante, representada é uma estrutura muito fina que contorna a clara do ovo preenchendo os
espacos entre as fibras da membrana interna (BALAZ, 2014).

Figura 2 - Membrana externa da casca e membrana interna da casca.

Membrana externa
Membrana mterna

Fonte: Adaptado de Balaz (2014).
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As membranas sdo fonte natural de proteina combinada, elastina, colageno,
glucosamina, condroitina e acido hialurénico (HEWLINGS et al, 2019). Segundo Mohammadi
et al (2016), o colageno representa 10% do total de proteinas presentes na membrana e essa
caracteristica incentiva a producdo de diversos estudos com o intuito de respaldar o seu uso
tanto para fins estéticos como para aqueles relacionados a qualidade de vida do homem. Um
exemplo € o estudo de Hewlings et al. (2019), que resultou no aumento da capacidade fisica e
melhoria na sensacdo de rigidez, em pacientes entre 35 e 65 anos, com osteoporose do joelho,
ao consumir 450 mg, por dia, da membrana da casca do ovo soltvel em &gua, durante 85 dias.

Outro estudo também concluiu que o consumo da membrana da casca do ovo resulta no
alivio da dor articular e rigidez em individuos com osteoartrite e melhora significamente os
aspectos da artrite inflamatdria (WEDEKIND et al, 2017). Cao et al (2008) também estudaram
os beneficios do consumo da membrana da casca do ovo e concluiram que 0 seu consumo
resulta no efeito clareador da pele devido as atividades inibidoras de tirosinase e oxidantes de
L-DOPA e possui efeitos cicatrizantes. Em sintese, Lee et al (2008) demostraram que a
membrana da casca do ovo hidrolisada é eficaz na diminui¢do da inflamacao celular e da pele
além de efeito antibidtico.

Com relagdo aos efeitos de citotoxicidade, genotoxicidade, toxidade oral aguda e
toxidade oral dose repetida (90 dias), Ruff et al (2012) avaliaram um produto derivado da
membrana da casca do ovo e concluiram que o produto é seguro como suplemento para
consumo humano em niveis até 500mg/dia e um potencial ingrediente dietético composto de
proteinas essenciais para mantar as articulacdes e tecidos conjuntivos saudaveis. Além dos
beneficios citados, a membrana da casca do ovo (quando suplementada 450mg/d por 12
semanas) esta associada a melhora da aparéncia da pele e dos cabelos de acordo com Kalman e
Hewlings (2020).

Segundo Yoo et al (2015), a membrana da casca do ovo aumenta a atividade celular e a
producdo de colageno, previne o envelhecimento cutdneo e atenua as rugas induzidas pela
radiacdo UV-B. Por conseguinte, as membranas da casca do ovo de galinha s&o subprodutos
sem utilizacdo que possuem potenciais caracteristicas nutricionais, dado que o principal
componente da membrana é a proteina (sendo o colageno a que se encontra em maior
disponibilidade) portanto o seu consumo é uma maneira eficaz de aumentar a ingestdo deste
macronutriente.

2.3 Proteina
As proteinas sdo macromoléculas constituidas por um conjunto de aminoacidos ligados

entre si, fundamentais para a estrutura e funcéo celular. Diversas sdo as funcdes das proteinas
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no organismo, eis que desempenham intmeras atribuigcdes para o ser vivo, por ser constituintes
basicos das fibras musculares, cabelo, ossos, dentes e pele, além de ajudar a formar
imunoglobulinas para prevenir e combater infec¢des, dentre outras fungGes primordiais e
essenciais para o corpo humano (MAIA, 2023).

Dada a importancia da ingestdo proteica, € importante que o consumo da proteina seja
estimulado e facilitado a toda populacdo. Para tanto, a proteina do ovo tem extrema relevancia
e precisa ser difundida, haja vista ser uma das fontes de proteina animal mais abundantes, além
de ser uma proteina de menor custo, tornando-se acessivel para grupos de baixo poder aquisitivo
(PUGLISI; FERNANDEZ, 2022).

Na faixa etaria de 40 a 70 anos, o consumo energético dos adultos diminui cerca de 25%
podendo levar ao aumento na incidéncia da desnutri¢do. Estudos demonstram que a populacéo
idosa tem o seu consumo proteico diminuido devido a desafios como caracteristicas sensoriais,
habilidades fisicas envolvidas no preparo e na compra de alimentos, a capacidade alimentar:
morder, mastigar ou engolir e a relacdo custo-beneficio. Em consonancia o consumo de
alimentos ricos em proteinas € aumentado na populacdo mais jovem devido ao conhecimento
nutricional e dos beneficios relacionados ao seu consumo (HEUVEL et al, 2018).

Caso a diminuicdo da ingestdo de proteinas esteja associada ao sedentarismo, a
resisténcia anabdlica (menor sensibilidade do musculo esquelético aos aminoacidos ou
proteinas dietéticas) e a deficiéncia de vitamina D, o idoso pode desenvolver a sarcopenia que
estd relacionada com a perda de massa muscular e perda de funcdo o que pode exacerbar
doengas cronicas como diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares, alguns tipos de cancer e
algumas formas de deméncia, principalmente o Alzheimer.

Em concordancia com Heuvel et al (2018), os quais avaliaram a ingestdo habitual de
ovos em 230 pessoas com mais de 55 anos, foi possivel concluir que o consumo varia de 1 a 89
com média de 18 (£13) ovos/més e que 0 maior consumo esta relacionado de forma significativa
com o sabor e a preferéncia pelo consumo do alimento além de ser considerado um alimento
do cotidiano também foi possivel comprovar que o seu consumo tende a diminuir com o
envelhecimento. Dessa maneira, os idosos tendem a comer mais ovos quando comparados a
outras fontes de proteinas sendo interessante investir em tecnologias que diversifiquem e
incentivem 0 seu consumo.

A baixa ingestdo de proteinas ndo € um problema presente apenas na populacéo idosa,
em muitos paises subdesenvolvidos ndo ha a introdugdo precoce da proteina o que leva ao
desenvolvimento do Kwashiorkor, desnutri¢do ligada a baixa ingestdo de proteinas que acarreta

diversos problemas no desenvolvimento da crianca. Portanto, o consumo de ovos pode auxiliar
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na redugdo da prevaléncia de baixa estatura e baixo peso em criangas além de melhorar a
composicdo de nutrientes do leite materno quando o consumo € feito pela nutriz (HEUVEL et
al, 2018).

Por outro lado, 0 excesso do consumo de gorduras saturadas e carboidratos tem levado
ao aumento da prevaléncia da obesidade. Como também a perda significativa de massa
muscular e a elevacdo de massa gorda definida como obesidade sarcopénica. Uma vez que 73%
dos americanos adultos estdo acima do peso ou obesos, é de suma importancia o incentivo do
consumo de alimentos que possua proteinas de alta qualidade, assim como valor cal6rico
moderado/baixo e que promova a saciedade (HEUVEL et al, 2018). De acordo com a OMS,
0s ovos sao a fonte de proteina mais digerivel (97%) quando comparados aos laticinios (95%),
as carnes (94%) e as proteinas vegetais (45-80%).

Devido as evidéncias de beneficios a populacdo, em especial para prevenir desnutricao,
sarcopenia e no controle da obesidade, ha a necessidade de promover o aumento do consumo
de ovos, em especial aos grupos socioecondmicos que vivem na pobreza e conscientiza-las
sobre os beneficios e 0 custo reduzido dessa proteina notavelmente completa. Um grande
auxiliar para obtengdo de maior ingestdo proteica, aliado ao baixo custo do tratamento, € a
possibilidade de encapsular as proteinas do ovo, pelo que se mostra de grande utilidade para o
campo alimenticio e farmacéutico (ZHANG et al, 2023).

Nesse toar, pode-se resumir que o ovo fornece uma rica fonte de proteina animal
completa, com todos os aminoacidos essenciais, reconhecida pelo seu alto valor bioldgico e
biodisponibilidade, sendo essa proteina primordial para a estrutura bioldgica do organismo. Por
essa razao, o encapsulamento de proteinas é uma area de interesse crescente, a fim de facilitar
0 consumo ideal da proteina.

2.4 A importancia do colageno presente na membrana da casca de ovo de galinha e a
suscetibilidade a condic¢des adversas

Atualmente tem crescido o nimero de pessoas que se preocupam em melhorar seus
habitos alimentares como estratégia para evitar o surgimento precoce de doencas degenerativa
ou até mesmo para cuidar da estética. Com isso, os alimentos funcionais, que contém
ingredientes com caracteristicas terapéuticas, tém recebido uma grande atencdo dos
pesquisadores, tal como proteinas, fibras alimentares, prebioticos, probidticos, simbiéticos,
fitoquimicos, peptideos, carotenoides, oligossacarideos e Aacidos graxos poliinsaturados
(SILVA; PENNA, 2012).

O processo de envelhecimento modifica as caracteristicas intrinsecas e extrinsecas do

individuo, a densidade do colageno da derme tende a diminuir com o avanc¢o da idade com isso
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h& a diminuicdo da espessura déermica como também a modificagdo na aparéncia do cabelo
(brilho, espessura, etc.) além de alteracdes moleculares que proporcionam modificacdes
estruturais e diminui¢do da producao de melanina o que altera a aparéncia e satde dos fios. O
mesmo pode acontecer com as unhas. Por este motivo a nutri¢cdo é de suma importancia para a
salde e aparéncia do cabelo, pele e unhas. Ndo apenas os alimentos como também os
suplementos dietéticos tém relacdo com a saude de forma geral e com a aparéncia fisica da
pessoa (KALMAN; HEWLINGS, 2020).

O colageno é uma proteina que se encontra de forma consideravel e corresponde a
aproximadamente 25% das proteinas totais presente nos vertebrados (OGAWA et al, 2004).
Pode ser classificado como alimento funcional por ser uma proteina de origem animal que tem
a funcdo de colaborar com a integridade estrutural dos tecidos em que esta presente (SILVA;
PENNA, 2012). Foram identificados ao menos 29 tipos de colagenos que diferem quanto a
estrutura molecular, sequéncia de aminoacidos e fungdo (OLIVEIRA et al, 2017).

A membrana da casca do ovo ndo é constituida apenas de colageno, entretanto os tipos
I, V e X estdo presentes de forma significativa (NAKANO et al, 2003). Segundo Du et al.
(2015), os colagenos dos tipos | (presente na pele, no tenddo, nos 0ssos e na dentina) e V
(distribuido no pulma@o, na cornea, nos 0ssos € nos tecidos fetais) aparecem em menor propor¢ao
e expressam em torno de 0,6% da proteina da membrana. No entanto, o tipo X tem maior
participacao e consiste em molécula de cadeia curta que colabora para a integridade estrutural,
ou seja, é de suma importancia na formagdo da cartilagem (OLIVEIRA et al, 2017).

A estrutura molecular do colageno € formada por uma tripla hélice composta por trés
cadeias polipeptidicas. Essas cadeias sdo constituidas, na maioria das vezes, pelos aminoacidos
glicina, prolina e hidroxiprolina e dao origem as fibras de colageno que conferem, a estrutura
onde estdo presentes, as propriedades de resisténcia e elasticidade (Figura 3) (MOHAMMADI
et al, 2016). Dentre os aminoacidos que compdem a proteina fibrosa, a hidroxiprolina destaca-
se, pois é usada como parametro para determinar a quantidade de colageno presente no
alimento, visto que a hidroxiprolina é um aminoacido exclusivo do colageno (REIS et al,
1999).
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Figura 3 - Tripla hélice composta pelos aminoacidos glicina, prolina e hidroxiprolina, formando a
fibra de colageno que resultara no feixe.

Glicina Prolina Hidroxiprolina
O _OH O 4~~OH
T ¢ H,
H—C—H H=—CH
I

C—0OH

9
fibra de colageno f

feixe

Fonte: Adaptado de Silva e Penna (2012).

As ligacBes que estabilizam a tripla hélice sofrem mudancas quando expostas a
tratamento térmico. De acordo com o estudo de Santana et al (2012), as fibras de coldgeno
apresentaram desordem nas suas estruturas quando submetidas a temperaturas entre 50 e 85°C
no periodo de 20 ou 60 minutos. Outro ponto analisado foi o fato de o tratamento térmico
diminuir a carga da proteina presente no material estudado e aumentar a solubilidade dessa
proteina em &gua, que certamente resultou na diminuicdo das interacées com o 6leo.

O consumo de colageno traz diversos beneficios, como: melhora a firmeza da pele,
previne o envelhecimento (devido a sua acao antioxidante), protege as articulacdes, auxilia no
tratamento da osteoporose, é anti-hipertensivo e protege contra Ulceras-gastricas. As fibras do
coladgeno sdo consideradas 6timas opcdes de fibras, elas atuam no trato gastrointestinal,
mantendo o seu funcionamento normal, previnem a constipacédo e induzem a saciedade, quando
consumidas junto as refeicdes (SILVA e PENNA, 2012).

Ingerir o colageno é uma alternativa pratica para retardar o aparecimento de sinais da
maturidade. Uma vez que, tanto o envelhecimento quanto a ma alimentacéo ou até mesmo um
estado de estresse ou doenga podem afetar a producdo dessa proteina. Nesses casos, € necessario
optar por fontes externas, como incluir alimentos a sua dieta e/ou 0 uso de suplementos. A

membrana da casca do ovo é uma fonte segura de coladgeno visto que testes bioquimicos, de
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citoxidade e genoxidade comprovam auséncia de risco de reagdes alérgicas e autoimunes ao
consumo (MOHAMMADI et al, 2016).
2.5 Microencapsulacéo

O processo de encapsulacdo tem como finalidade proteger compostos bioativos
presentes no alimento de fatores externos, que possam influenciar na vida Util e/ou propiciar a
perda de valor nutricional do produto, tal como presenca de luz, altas temperaturas, agua e
oxigénio. Com isso, a biodisponibilidade e a estabilidade dos compostos serdo preservados
tanto durante o seu processamento como no periodo de armazenamento. Outro ponto positivo
é o fato da encapsulacdo amenizar o sabor do componente envolvido no processo, o que facilita
a sua aceitacdo, caso haja rejeicdo sensorial daguele determinado alimento (FERREIRA et al,
2021).

Encapsular € uma alternativa para preservar minusculas particulas, denominadas de
nacleo ou recheio, em céapsulas comestiveis. O elemento utilizado para a formacdo da
microcapsula é nomeado de encapsulante ou material de parede (GIBBS et al, 1999). Um bom
agente encapsulante deve possuir propriedades como: capacidade de formar filmes, ser
biodegradavel, ter resisténcia ao trato gastrointestinal, possuir baixa viscosidade em altos teores
de solidos, apresentar baixa higroscopicidade e ter custo acessivel (REZENTE et al, 2018).
Entretanto, é pouco provavel que um agente encapsulante possua todas essas caracteristicas,
portanto, torna-se interessante combinar dois ou mais componentes.

As microcapsulas podem ser divididas em dois grupos. Aquelas as quais 0 nucleo é
concentrado na regido central, circundado por um filme definido, podendo ter uma ou duas
paredes (Figura 4 (B); (C); (D)), e um segundo grupo representado pelas microcapsulas que
possuem o nucleo uniformemente disperso resultando em microesfera, microcapsula com
diversos nucleos ou agrupamento de microcapsulas (Figura 4 (A); (E); (F)) (AZEREDO, 2005).
Para que o resultado do processo de encapsulacdo possa ser conforme o esperado, é de suma
importancia que a forma de liberacdo do nucleo, o método de encapsulacdo e o material

encapsulante sejam escolhidos de forma planejada.
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Figura 4 - Modelos de microcapsulas.
QA) OB) (C)
OD> e@ em

Fonte: Adaptado de Azeredo (2005).

Os modelos podem ser definidos como: (A) matriz ou microesfera; (b) microcépsula
simples; (C): simples e irregular; (D) com duas paredes; (E) com varios nucleos; (F)
agrupamento de microcapsulas (Figura 5) (AZEREDO, 2005).

Segundo Jones e McClements (2010), a microcapsula pode liberar o recheio por meio
de diversas técnicas que irdo controlar a sua liberacdo de acordo com o objetivo programado.
O nucleo pode ser disponibilizado a partir de estresse mecanico, agitacdo, variacao de pH, de
temperatura, forca idnica, forca osmotica ou por atividade enzimatica. A liberagdo controlada,
que € o ato de libertar as particulas de forma lenta e programada, exige atencdo, visto que, se 0
objetivo da encapsulacao for proteger a particula da fase inicial do processo digestivo (boca,
faringe, esofago e estbmago), por exemplo, o agente encapsulante deve ser resistente as
condicBes acidas do estdbmago, de maneira que ndo prejudique a integridade do agente ativo
(Figura 5).

Figura 5 - Métodos comuns para perda da integridade de particulas.

Simple
Diffusion

Swelling

Fragmentation Erosion

Fonte: Adaptado de Jones e McClements (2010).
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A integridade pode ser perdida por Simple Diffusion (difusdo simples), Swelling
(inchago), Fragmentation (fragmentacéo) ou Erosion (erosédo) que resultam na disponibilizacéo
do nucleo encapsulado (Figura 6) (JONES; MCCLEMENTS, 2010).

2.5.1 Gelificacéo Ionica

Existem muitas técnicas que podem ser utilizadas no processo de encapsulagdo. A
escolha do método ideal vai depender de fatores como custo, tipo do material que sera
encapsulado, tamanho do recheio e propriedades fisicas e quimicas tanto do agente ativo como
do carreador. Alguns exemplos de processos fisicos sdo: extrusdo, extrusdo centrifuga, spray
drying, suspensdo por ar, spray chilling e spray cooling. Os processos quimicos podem ser
realizados pelos métodos de coacervacao e lipossomas. (JACKSON e LEE, 1991).

A técnica de gelificacdo idnica é um processo fisico-quimico que consiste na preparacdo
de uma solucdo polimérica (contendo a substancia ativa) que sera gotejada, utilizando
equipamento de extrusdo, em uma solucdo idnica onde ocorrera a reacdo de troca de ions
resultando na formacdo das microcapsulas (MORAIS et al, 2015). Essa técnica € bastante
utilizada na area de alimentos pois aumenta a vida Util dos compostos encapsulados, é de facil
execucao, possui baixo custo e tem caracteristica atoxica (FERREIRA et al, 2021).

2.5.2 Alginato de sodio

O agente encapsulante deve ser selecionado de acordo com a aplicacdo desejada, as
propriedades fisicas e quimicas do agente ativo e do método de encapsulacdo escolhido. O
alginato € um polissacarideo natural e possui caracteristica atoxica, como também, propriedade
de formar filmes, estabilidade, biocompatibilidade e espessamento, além de possuir baixo custo.
Esse polissacarideo € sollvel em agua, porém tem a capacidade de formar gel ao entrar em
contato com ions calcio, o que estimula a sua aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada
nos processos de microencapsulacdo (YANG et al, 2020).

O uso do alginato tém recebido destaque, ndo apenas por promover o0 aumento da vida
atil do produto, como também devido aos beneficios decorrentes do seu consumo diario uma
vez que a sua classificacdo nutricional (fibra insoltvel) influencia na reducdo do aclcar e
colesterol (MORAIS et al, 2015). Diante do exposto, € possivel concluir que a
microencapsulacéo por gelificacdo idnica com alginato de sodio é uma alternativa eficaz para
preservar compostos bioativos e aumentar a sua ingestdo diaria com o desenvolvimento de um

novo produto.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Microencapsular a membrana da casca do ovo de galinha empregando o processo de
gelificacdo ibnica.
3.2 Objetivos Especificos
o Auvaliar a existéncia de contaminacao por microrganismos nas membranas.
o Obter as microcapsulas de hidrogel e capsulas de gelatina.
o Caracterizar as membranas e as microcapsulas por meio de analises fisicas e
fisico-quimicas.
« Quantificar o teor de proteinas totais, hidroxiprolina e coldgeno existente tanto
nas membranas quanto nas microcapsulas.
o Determinar os aminoacidos prolina e glicina presentes nas membranas da casca
do ovo por meio de cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC).
 ldentificar os compostos por analise de Espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR) das membranas e das microcapsulas.
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4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Anélise Fisico-quimica de Alimentos,
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), Universidade Federal de Sergipe (UFS), na
cidade de Séo Cristdvéo, Sergipe, Brasil.
4.1 Materiais

As cascas de ovos brancos de galinha foram obtidas em uma Inddstria de Alimentos
localizada em Aracaju, Sergipe, Brasil (Figura 6).

Figura 6 - Residuos dos ovos utilizados na produgao de bolos comerciais.

Fonte: prépria autora (2023).
As cascas, contendo as membranas, foram lavadas em &gua corrente para a retirada de

residuos de clara e gema (Figura 5A). Em seguidas, as membranas foram retiradas de forma
manual (Figura 5B) e, posteriormente, as membranas foram limpas novamente em agua

corrente (Figura 5C), para serem submetidas a analise microbioldgica e desidratacao.

Figura 7 - Obtengdo da membrana externa da casca de ovo de galinha: Limpeza em agua corrente (A);
retirada manual da membrana (B) e limpeza final das membranas extraidas da casca (C).

Fonte: A e C prdpria autora (2023) e B, adaptada de Pagani (2019).
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4.2 Métodos
4.2.1 Analises microbiologicas das membranas

Apbs o processo de preparo da amostra, uma quantidade correspondente a 15g das
membranas foi levada ao ITPS para a realizacdo das analises microbiologicas de coliformes a
45°C e salmonelas utilizando os métodos APHA 9:2015 e ISO 6579, respectivamente.

Outra parte das membranas, equivalente ao peso de 3,4g foi moida em processador e
submetida ao processo de esterilizacdo em autoclave (Figura 8), permanecendo por 15min a

121°C, e, em seguida, encaminhada ao ITPS, onde foi realizada a analise de coliformes a 45°C.

Figura 8 - Amostra apds processo de esterilizagdo em Autoclave.

oe: prépria auta(023.

Por fim, uma terceira por¢do da amostra, passou por processo de higienizagédo que foi
dividido em duas partes. Na primeira etapa, as membranas ficaram emergidas em solucao
sanitizante 200ppm (500ml de &gua corrente + 2,5075 g de acido tricloroisocianurico 3%) por
15 minutos. A etapa seguinte, denominada enxague a 3ppm, consiste em inserir as membranas
sanitizadas em solucdo enxaguante (500ml de &gua corrente + 0,0326g de 4&cido
tricloroisocianurico 3%) por 10 minutos. Depois de retirar 0 maximo de agua potavel, com o
auxilio de uma peneira, a amostra foi colocada em estufa a 100°C para secagem por 25 minutos.
Ao final no processo, a amostra (5g) foi encaminhada ao ITPS para andlise de coliformes a
45°C.

4.2.2 Obtencéo das microcépsulas e capsulas da membrana da casca do ovo
As membranas, ap0s passarem por processo de sanitizacao e secagem, foram moidas em

moinho elétrico com o intuito de obter a sua forma em po (Figura 9).
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Figura 9 - Membrana externa da casca de ovo de galinha em pé.

po

Fonte: p‘r'épriadauhtc.)r‘a (2023).

Em seguida, ocorreu a producdo das microcapsulas pela técnica de gelificagdo idnica
por gotejamento. Foram preparadas duas solugdes: solugédo 1 — formada por 1,510g de alginato
de sddio, 1,001g da membrana da casca do ovo em pd e 150ml de agua filtrada, com o auxilio
de uma colher a solucdo 1 foi homogeneizada até apresentar aspecto de gelatina; solucéo 2 —
solucédo aquosa composta por 2,040 g de cloreto de célcio e 100ml de &gua filtrada.

A solucdo 1 foi inserida em aparelho (modelo piloto desenvolvido pela professora
doutora Alessandra Pagani para a construgdo de um equipamento que produzird microcapsulas
em grandes quantidades e curto tempo) que, por meio da pressao exercida por motor apropriado,
gotejou a solucdo 1 através das seringas acopladas ao local onde a solugéo 1 se encontrava sobre
0 recipiente que continha a solugdo 2, com isso ocorreu uma reacdo de troca dos ions calcio e
sodio que resultou na formagdo das microcépsulas (Figura 10A). Com um instrumento
perfurado as microcapsulas formadas foram drenadas e imersas em um recipiente com agua
para a retirada de possiveis residuos da solucdo 2 (Figura 10B). Apés a lavagem, foram

acondicionadas em potes de vidro e armazenadas sob refrigeracdo a 5°C (Figura 10C).
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Figura 10 - Obtengdo de microcdpsulas da membrana externa de ovo de galinha: (A) - Processo de
gotejamento; (B) drenagem das microcapsulas; e (C) armazenamento.

Fonte: prépria autora (2023).
Além da producdo das microcapsulas, foram produzidas capsulas de gelatina contendo

a membrana da casca do ovo em p6. Foram pesados 100 mg da membrana da casca do ovo em
po e utilizando uma encapsuladora de acrilico e uma pipeta conta gotas o quantitativo foi

empacotado em capsula de gelatina incolor n°1 (Figura 11).

Figura 11 - Obtenc&o de capsulas da membrana externa de ovo de galinha.

Fonte: propria autora (2023).

4.2.3 Andlises fisicas da membrana e da microcapsula
4.2.3.1 Rendimento

Foi analisado o rendimento da retirada das membranas. No primeiro momento, as cascas
dos ovos, contendo as membranas, apds serem lavadas, foram pesadas e, logo ap6s a separagao,
as membranas. O resultado foi calculado por meio da férmula:

Equacdo 1 - Rendimento das membranas.

b
rendimento = axlOO
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O rendimento das microcapsulas (R) foi analisado pesando as membranas utilizadas
antes do microencapsulamento e as microcapsulas ap0s serem processadas. Com esses
resultados, o valor foi calculado utilizando a seguinte equacéo:

Equacéo 2 - Rendimento das microcapsulas.

c
rendimento = ExlOO

4.2.3.2 Tamanho da microcapsula
O tamanho das microcépsulas foi avaliado utilizando um paquimetro digital Pantec com
escala de 0 a 25 mm (Figura 12). Este procedimento foi realizado vinte vezes e o resultado

obtido por média.

Figura 12 - Medicéo do tamanho de microcépsula obtida de membrana externa de ovo de galinha,
utilizando paquimetro digital.

Fonte: prépria autora (2023).
4.2.3.3 Peso da microcapsula

As microcapsulas foram pesadas em balanca analitica digital marca Radwag AS 220/C/2
30g com precisdo de 0,0001g. O procedimento foi realizado vinte vezes e o resultado obtido
por média.
4.2.3.4 Atividade de agua

A Aw foi medida por meio de leitura direta utilizando medidor eletronico Aqualab
marca 4TEV-Decagon.
4.2.3.5 Cor

A determinacdo da cor e indice de escurecimento foi realizada por meio das leituras
obtidas utilizando o colorimetro portatil da marca Konica Minolta CR-10, de acordo com o
método CIELAB.
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4.2.4 Analises fisico-quimicas da membrana e da microcapsula
4.2.4.1 Teor de umidade

Foi determinado pelo método de secagem direta em estufa marca Biopar, a 105°C, até
peso constante de acordo com o método 012/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008). O valor foi
encontrado por meio do célculo:

Equacdo 3 - Determinacéo de umidade

100xN

% Umidade = P

Onde:
N = namero de gramas da umidade, ou seja, perda da massa em gramas
P = equivale ao nUmero de gramas da amostra
4.2.4.2 Teor de cinzas

Foi determinado pelo método de incineracdo em mufla marca GP Cientifica a 550°C
descrita pela metodologia 018/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008). Apo6s a andlise para
determinacdo da umidade, os cadinhos foram colocados na chapa elétrica até a massa
carbonizar, em seguida, foram incineradas na mufla a 550°C até a eliminacdo completa do
carvao. Em seguida, foram resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente e pesadas. O
resultado foi demonstrado utilizando a férmula:

Equacéo 4 - Determinagdo de cinzas

100xN
P

% Cinzas =

Onde:
N = numero de gramas de cinzas
P = nimero de gramas da amostra
4.2.4.3 Determinacéo do pH
O potencial hidrogenionico foi determinado seguindo a metodologia 017/1V descrita por

Instituto Adolfo Lutz (2008), utilizando um potencidmetro da marca Del-Lab previamente
calibrado. Em seis béqueres foram pesados 1,0039g, 1,0015g e 1,0043g da membrana e
3,0862g, 3,0716g e 3,0709g da microcapsula. Em seguida, as massas foram diluidas com
auxilio de 40 mL de &gua destilada. O pH foi determinado através da leitura dada no
equipamento.
4.2.4.4 Proteinas totais

As analises de proteinas seguiram a técnica de quantificacdo de proteinas pelo método de
Kjeldahl 036/1V, descritas no Instituto Adolfo Lutz (2008), com adaptacdes.
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Foram pesados 0,50269 e 0,5036g da membrana e 0,50369 e 0,5019g da microcapsula
em papel seda e entdo transferidos para os tubos Kjeldahl. Apds foram adicionados 2g da
mistura catalitica e 10ml de H.SO. em cada tubo. A solucdo foi levada ao aquecimento em
chapa elétrica até se tornar azul-esverdeada e livre de material ndo digerido. Apds o
resfriamento dos tubos, foram adicionadas 4 gotas do indicador fenolftaleina e 7 ml de agua
destilada em cada tubo e, entdo, foram ligados ao conjunto de destilacdo, a extremidade afilada
do refrigerante foi mergulhada em 25 ml de HsBOs 4%, que estava contido em frasco
Erlenmeyer de 500 ml com 2 gotas do indicador vermelho de metila 0,25% e 2 gotas de verde
de bromocresol 0,2%. A solugdo de NaOH a 40% foi adicionada ao tubo contendo a amostra
digerida, por meio de um funil com torneira, até garantir um ligeiro excesso de base. O conteido
foi aquecido a ebulicdo e destilado até obter aproximadamente 125 ml do destilado. Por fim,
foi realizada a titulagdo das amostras contendo as membranas com solucdo de NaOH 0,1 M e
f=0,9795 e das amostras contendo as microcapsulas com solugdo de NaOH 0,01M e f=0,9809.
As proteinas foram determinadas por meio do calculo:

Equacdo 5 - Determinacdo de proteinas

V(HCD)xf(HCl)xN(HCl)xFx1,4
P

% Proteinas =

Onde:

V = Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo

f = Fator de corre¢do do &cido cloridrico

F = Fator de correspondéncia nitrogénio-proteina (Tabela 1).

P= Peso da amostra em gramas

4.2.4.5 Teor de Hidroxiprolina

Foi utilizada a metodologia 282/1V Determinacdo espectrofotométrica de hidroxiprolina
do Instituto Adolfo Lutz (2008). Foram pesados 2,0112g e 2,0035g da membrana e 2,0004g e
2,02669 da microcapsula em béqueres de 600mL. Em seguida, foi adicionado 15ml de HCI 6M
e algumas peérolas de vidro a cada frasco. A solucédo foi aquecida a fervura branda por 8 horas
sob refluxo e entdo o hidrolisado foi transferido quantitativamente para baldo volumétrico de
250 ml com agua destilada. O volume foi completado e agitado. A solucéo foi filtrada por meio
de papel filtro e transferida para frasco ambar. Foi transferido 5ml de cada filtrado da membrana
para balGes volumétricos de 250ml e 5ml de cada filtrado da microcapsula para balGes
volumétricos de 50ml. Os volumes foram completados com agua destilada. Foram pipetados 2

ml da dilui¢éo final de cada amostra em tubos de ensaio e adicionado 1 ml da solugdo oxidante.
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Os tubos foram agitados e colados a temperatura ambiente no escuro por 20 minutos. Apés foi
adicionado 1ml do reagente de cor e misturado vigorosamente. Cada tubo foi fechado e
colocado em banho de 4gua a 60°C por 15 minutos. Ao fim, os tubos foram resfriados em agua
corrente por 3 minutos. A absorbancia das solugGes foi medida contra o branco dos reagentes a
558 nm.

A curva-padrdo foi preparada para cada série de medicdes. Foi transferido 2 ml de 4gua
(branco) e 2 ml de cada solucéo-padrao de trabalho aos tubos de ensaio e entdo foi realizada a
adicdo de 1ml da solucdo oxidante e 1ml do reagente de cor conforme procedimento da amostra.
A curva foi construida com absorbéancia no eixo y e concentragdes de hidroxiprolina 0,3; 0,6;
1,2 e 1,8 pug/ml no eixo x (Figura 13).

Figura 13 - Curva Padréo.
¥ =0,2076x + 0,0007 ABS (558nm)

~ m

[ R = B
[ I (= I =]

0,5 1 15 2 25 3 3.5 4

&  ABS (358nm) Linear {ABS (558nm})

Fonte: Prépria autora (2023).
O célculo utilizado para a determinacao do teor de hidroxiprolina a partir dos resultados

encontrados foi:
Equacéo 6 - Determinacdo de hidroxiprolina
A—-b
ax p

Hidroxiprolinaem % p/p =

Onde:
A = absorbancia do filtrado da amostra diluida 10 vezes (5mL em 50mL)
B = o coeficiente linear da reta obtida na curva padréo
a = a absortividade, coeficiente angular da reta obtida na curva padréo
p = 0 peso em gramas da amostra.
4.2.4.6 Teor de Colageno
O teor de colageno foi encontrado a partir do teor de hidroxiprolina (H) (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008), seguindo o calculo:
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Equacéo 7 - Determinagdo de coladgeno

Tecido colagenosoem % p/p = Hx 8

4.2.4.7 Analise de aminoé&cidos, glicina e prolina, da membrana da casca do ovo

A concentracdo dos aminoacidos glicina e prolina foi determinada por meio de
cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC). Para esta caracterizacdo foi utilizado o método
desenvolvido por INIAP (1985), no qual aamostra da membrana foi submetida a digestdo acida
com HCI 6M, por 22 horas, a 110°C. Apoés este periodo, a proteina presente na amostra foi
decomposta em seus aminoacidos constituintes. A seguir, o &cido foi evaporado em
rotaevaporador e o residuo seco, contendo os aminoacidos, foi dissolvido em tampéo citrato em

pH 2,2 para finalmente ser injetado no equipamento de HPLC (INIAP, 1985).

4248 FTIR

Os espectros de reflexdo total atenuada na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (ATR-FTIR) foram obtidos no espectrofotdbmetro Cary 630 FTIR (Marca Agilent).
A faixa espectral utilizada foi de 650 a 4000cm-1, com resolucdo de 4cm-1. Para a realizacéo
da analise de FTIR, 10ug das amostras foram espalhados sobre a superficie do cristal ATR, e,
em seguida, obteve-se 0 espectro. Entre as amostras, o acessorio ATR foi limpo com acetona

PA e o0 espectro de fundo foi obtido.

4.2.5 Anélise Estatistica

As analises dos dados foram realizadas pela aplicacdo da ANOVA e do teste Tukey
visando identificar diferencas significativas entre as médias, usando o software Assistat®,
versdo 7.7 beta (SILVA, 2016), O nivel de significancia foi considerado para a diferenca entre
as médias foi de 5% (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas em trés repetices eos

resultados apresentados como média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS
5.1 Microcapsulas de membrana de ovo: rendimento, caracterizacdo fisica e fisico-
guimica

Apo6s o processo de retirada das membranas, fez-se necessaria a realizagdo de anélise
microbioldgica, cujos resultados estdo ilustrados na tabela 1. A amostra sem tratamento térmico
resultou em auséncia de Salmonellas.

Tabela 1 - Andlises microbiologicas de membrana externa extraida da casca de ovo de galinha sem e
com tratamento térmico.

Amostra TT* Ensaio Resultado Umidade LQ* Método
1 - Salmonellas Auséncia  em 25¢ - ISO 6579
2 - Coliformesa45°C >1,1x102 NMP/g 3,0 APHA 9:2015
3 Autoclave Coliformes a 45°C <3,0 NMP/g 3,0 APHA 9:2015
4 Estufa  Coliformes a 45°C <3,0 NMP/g 3,0 APHA 9:2015

*TT = Tratamento térmico; *LQ= Limite de Quantificagdo

Dentre as possiveis contaminacgdes bacterianas presentes nos ovos, a contaminagao por
Salmonellas representa maior destaque no controle de qualidade dos ovos, uma vez que,
primeiramente, se da por meio das cascas, e a depender do tempo e temperatura de
armazenagem pode passar da superficie para as estruturas internas do ovo (OLIVEIRA; SILVA,
2000).

Ainda ao analisar a Tabela 1, é possivel identificar que a amostra que ndo passou por
tratamento térmico apresentou quantitativo maior que o permitido (< 3,0 NMP/g) quando
analisada a presenca de coliformes a 45°C. Em contrapartida, a amostra submetida ao
tratamento térmico de autoclavagem durante tempo suficiente (15 minutos), foi eficaz no
processo de eliminacdo de possivel contaminagdo por coliformes. A andlise da presenca de
coliformes a 45°C também avalia a qualidade do alimento, sendo que o resultado acima do
permitido (< 3,0 NMP/g) demostra falha nas boas préaticas na manipulagéo de alimentos devido
a contaminacéo fecal, isto significa que as condicdes higiénicas sanitarias estdo deficientes
(ELPO; NEGRELLE; GOMES, 2004).

De forma semelhante, a amostra que passou por processo de higienizacéo e esterilizagao
em estufa (100°C por 15 minutos) apresentou resultado negativo para contaminagdo, o que esta
de acordo com a literatura que demostra a eficacia do processo de esterilizacao por calor a 80-
90°C em cascas de ovos (AHMED et al, 2021).

As membranas utilizadas na pesquisa sdo provenientes de residuos dos ovos empregados
na industria de alimentos, uma vez que a intencdo é criar um novo produto que aumente a

ingestdo de proteinas em especial a do colageno aproveitando um material rico nutricionalmente
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que é habitualmente descartado, um potencial risco de contaminacdo bacteriana e sujeira pode
estar presente em varias etapas da cadeia reprodutiva, desde o trato reprodutivo das galinhas até
0 descarte ap6s o uso dos ovos (AHMED et al, 2021).

O processo de retirada da membrana foi realizado de modo que o rendimento obtivesse
0 maior aproveitamento. Na Tabela 2, pode-se observar que o processo de retirada da membrana
foi bem sucedido. De acordo com Han et al (2023), a proporcdo de casca de ovo e membrana
da casca de ovo na estrutura do ovo é de 10-12% e 1,02% respectivamente, dessa maneira €
possivel concluir que a membrana representa cerca de 8,5 a 10,2% em relacao a casca do ovo.

Tabela 2 - Rendimento da retirada da membrana externa de ovo de galinha e do processamento de
microcapsulas.

Caracterizacéo Membrana externa de ovo de galinha
In natura Microcapsulas
Rendimento 13,07% + 0,02 50,11% £ 0,08

Fonte: elaborada pela autora (2023).

A pesquisa desenvolvida por Ponkham, Limroongreungrat e Sangnark (2010), a qual
utilizou solucdo de EDTA a 5% para separar a membrana, obteve rendimento da membrana da
casca do ovo em quantidades diferentes de casca de ovo variando entre 5,45 e 7,53%.

Conforme a Tabela 2, o rendimento obtido no processo de microencapsulacdo da
membrana da casca do ovo foi de 50,11%, valor menor que o esperado, provavelmente, devido
ao fato da membrana ndo ter se dissolvido na solucdo 1 (alginato de sédio + &gua filtrada) o
que prejudicou a etapa de gotejamento da solucdo 1 no recipiente que continha a solugéo 2
(cloreto de célcio e 100ml de agua filtrada).

No entanto, na obtencdo das microcdpsulas € comum haver perdas durante o
processamento. De acordo com REIS (2021), o rendimento da microcapsula de suco de laranja
e colageno hidrolisado aplicando a técnica de gelificagdo idnica utilizando o gelificante alginato
foi de 59,23%, resultado similar a pesquisa realizada com microcapsulas de erva cidreira com
alginato que obteve rendimento de 67,54% (Oliveira, 2020). Em 2015, Morais et al
quantificaram um rendimento de 62,12% em microcapsulas de maracuja com alginato. Valores
maiores, 70% e 85,77%, foram encontrados nos estudos de Xavier (2019) e Morais (2020) os
quais aplicaram a técnica de gelificagcdo idnica utilizando o gelificante alginato na obtencédo de
microcapsulas de maracuja.

As microcapsulas (Figura 14) resultaram em didmetro medio de 3,37 + 0,15 mm,
confirmando a sua especificacdo, dado que Baker (1986) definiu que as capsulas devem ser
classificadas como micro quando apresentarem diametro entre 0,0002 e 5 mm. Além disso, o

peso das microcapsulas (0,0260g + 0,0030) também esta de acordo com o esperado visto que
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outros estudos, Reis (2021) e Morais (2020), obtiveram resultados semelhantes, 0,0243g e
0,0268g.

Figura 14 - Microcépsulas obtidas de membrana externa de ovos de galinha.

Fonte: prépria autora (2023).

A atividade da dgua da membrana externa da casca do ovo, apresentou valor favoravel
quanto a disponibilidade de agua para a ocorréncia de reacbes quimicas e crescimento
bioldgico, conferindo possivel estabilidade quimica e microbiolégica para a membrana. No
entanto, a microcéapsula, por ter apresentado elevada Aw, deve ser armazenada sob refrigeracao
(5°C) para garantir as condic@es higiénico-sanitarias do produto (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacdo fisica de membrana externa de ovos de galinha e de microcapsulas obtidas.

Caracterizagéo Membrana externa de ovo de galinha
In natura Microcapsulas
Tamanho (mm) - 3,37 +£0,15
Peso (g) - 0,0260 + 0,0030
Aw 0,63 +£0,01 0,99 + 0,00
L* 66,80 + 0,46 43,97 £ 3,65
a* +6,33 * 0,64 +4,93 + 0,99
b* +26,10 + 0,20 +22,30+ 1,44
H* 76,37 £ 1,33 77,53 +2,12

L* - luminosidade; a* - coordenada vermelho/verde; b* - coordenada amarelo/azul; H* - angulo de cor.
Fonte: elaborada pela autora (2023).

Com relacéo a atividade de 4gua (Aw), destaca-se que o alimento que consiste em Aw
menor que 0,6 pode ser considerado microbiologicamente estavel (QUEK; CHOK;
SWEDLUND, 2007). E evidente que essa medida termodinamica da energia da agua de um
produto esté relacionada ao controle de qualidade. Em fun¢do da sua ligacdo com as reacdes
quimicas e microbioldgicas que modificam o prazo de validade dos alimentos comercializados
(NEGRAO-MURAKAMI et al., 2017; ETHUR; ZANATTA; SCHLABITZ, 2010).

No intuito de avaliar o frescor e sabor do produto foi determinada a cor e indice de

escurecimento. Os dados obtidos indicam que a luminosidade (L) das membranas € maior que
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a das microcapsulas o que é possivel identificar ao comparar as amostras (Tabela 3 e Figuras
15A).

Figura 15 - Comparacéo cor e indice de escurecimento de membrana exterior de ovo de galinha com
as microcépsulas obtidas (A) pelas coordenadas CIELAB no espago de cores (B).

(Amate'?) L*a*b* cromaticidade do espago de cor
» Tonali es. 30)

Tonalidade

60 +3"
(vermelho)

-60
(Azul)

de Konica Minolta

No tocante as cores tanto das membranas (ponto 1 — Figura 15B) quanto das
microcapsulas (ponto 2 — Figura 15B), ambas estdo localizadas proximas ao eixo b+ sendo
possivel confirmar as posi¢des por meio dos angulos de Hue, aproximadamente iguais (Tabela
3), demonstrados pela reta H (Figura 15B). Por conseguinte, houve um escurecimento na cor
das microcapsulas, entretanto, os valores da determinacdo de cor e luminosidade comprovam
que os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado.

O teor de umidade da membrana externa de ovo de galinha apresentou contetido baixo
(Tabela 4), o qual foi superior quando comparado aos estudos de Santos et al. (2017) e Vargas
(2015) que obtiveram, respectivamente, 12,42% e 11,61% de umidade em membranas extraidas
de casca de ovo de galinha. Todavia, a umidade das microcapsulas obtidas esta dentro da faixa
esperada (Tabela 4). Reis (2021) produziu microcapsulas de suco de laranja e colageno
hidrolisado com 90,23% de umidade enquanto Oliveira (2020) elaborou microcapsulas do
extrato de erva cidreira que obtiveram 97% de umidade. O valor da umidade pode alterar de
acordo com o material encapsulado e valores acima de 90% séo esperados, devido ao processo
de obtencédo de céapsulas por gelificacdo idnica o qual utiliza quantidade consideravel de dgua
em seu processamento.

Tabela 4 - Caracterizacao fisico-quimica de membrana externa de ovo de galinha e microcépsulas

obtidas.
Caracterizagao Membrana externa de ovo de galinha
In natura Microcapsulas
Umidade (%) 14,23 + 0,20 91,05+0,70
Cinzas (%) 4,72 +1,20 1,29+0,11
pH 8,93 £ 0,07 7,53+£0,15

Fonte: elaborada pela autora (2023).
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O teor de residuos minerais da membrana externa da casca do ovo pode ser considerado
expressivo (Tabela 4) quando comparado aos existentes na literatura cientifica. Santos (2018)
obteve 0,43% de cinzas em membranas extraidas do ovo de galinha. Em estudo realizado por
DeVore et al (2017) citado por Vargas (2015), o teor de cinzas foi de 0,6% e Santos (2017)
quantificou 1,04% de residuos minerais na membrana da casca do ovo. Em contrapartida,
Vargas (2015) quantificou 15,88% de cinzas. Para as microcapsulas houve reducdo de
aproximadamente 73% devido a propor¢cdo de membrana encapsulada ter sido menor que o
planejado.

O valor de pH determinado tanto para a membrana de ovo de galinha in natura quanto
para a microcapsula estd na faixa alcalino, conforme os demais componentes do ovo de
galinha. O pH do Albumen e da gema observado por Biesek (2023) foi 9,2 e 6,09,
respectivamente. De forma similar, Leandro et al (2005) quantificaram o pH da gema do ovo
de galinha de 6,26 a 6,38, a depender do local onde os ovos eram comercializados, e pH de 8,04
a 9,48 quando analisado o Albumen desses ovos. O valor do pH demonstrado na Tabela 5 tanto
para a membrana quanto para a microcapsula esta dentro da faixa encontrada quando analisados
0s demais componentes do ovo de galinha.

5.2 Quantificacéo de proteinas totais e colageno

Com base nos dados da andlise de proteinas da membrana externa, descritos na tabela

5, o resultado esta dentro da faixa ou acima de valores reportados na literatura cientifica.

Tabela 5 - Quantificacdo das proteinas (totais e colageno) presentes nas membranas, microcapsulas e

capsulas.
Caracterizacéo Membrana externa de ovo de galinha
In natura Microcépsulas Cépsulas
Proteinas (%) 86,80 + 2,17 1,18 £ 0,04 86,80 £ 2,17
Colégeno (% p/p) 8,17+ 0,25 0,650 8,17 £ 0,25

Fonte: elaborada pela autora (2023).

De acordo com Han et al (2023), a membrana externa da casca do ovo de galinha contém
90% de proteinas. Resultados simulares foram encontrados por MacNeil (2001) e Vlad (2007)
que quantificaram em 85% e 90,08% de proteinas na membrana externa. Contrariamente,
Santos (2018), Campos (2015) e Vargas (2020) quantificaram 70,31%, 71% e 72% de proteinas
presentes nas membranas extraidas das cascas de ovos de galinha, respectivamente.
Evidentemente, a quantidade significativa de macronutriente na membrana da casca do ovo
torna-a potencial insumo no desenvolvimento de produtos que tenham como objetivo dietas
hiperprotéicas.

Todavia ao analisar o percentual de proteinas presente nas microcapsulas, o valor nao

se mostrou em consonancia com o esperado (Tabela 5). A reducéo pode estar ligada a falhas no
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processamento das microcapsulas, visto que as membranas ndo possuem a propriedade de
dissolver em &gua. Por este motivo, o processo de gotejamento foi prejudicado pois as particulas
das membranas ficavam alojadas nos instrumentos de extrusdo (seringas) impedindo que a
quantidade ideal da membrana estivesse presente na microcapsula. Desse modo, devido a
reducdo significativa quando comparada a proteina total presente na membrana externa in
natura, se fez necessario ofertar a membrana de modo que se pudesse aproveitar a0 maximo 0s
seus beneficios, sendo empacotada em cépsula gelatina incolor n°1. Logo, a Figura 16 retrata
a capsula contendo 100mg de membrana externa em p6 da casca do ovo, por conseguinte,
concentrando o contetido proteico aproximadamente 74 vezes, como pode ser observado na
Tabela 5.

Os percentuais de colageno presente na membrana externa, nas microcapsulas e na
capsula hidrogel estédo ilustrados na tabela 5. Segundo MacNeil (2001), as fibras que compdem
as membranas da casca do ovo incluem o colageno, dado que a presenca de hidroxiprolina,
aminoacido presente exclusivamente em gelatina e colageno (STOILOV et al., 2018), foi
identificada nos hidrolisados das camadas de membrana por meio de testes bioquimicos e
imunoldgicos. A proporcao de colageno por contetdo proteico da membrana da casca do ovo
corresponde a cerca de 10% e, dentre as variantes genéticas do colageno, os do tipo | e V
predominam na membrana, no entanto, estudo por meio de analise imunoistoquimica ja
identificou a presenca do colageno tipo X.

O resultado obtido na pesquisa em questdo é menor que 10% (Tabela 6), o que
provavelmente tenha sido influenciado pela desnaturacdo térmica do colageno, correspondente
a 55,10°C, valor revelado por Zhao e Chi (2009) ao realizar analise de calorimetria de varredura

diferencial na membrana da casca do ovo. Em consequéncia das amostras terem sido
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submetidas a processo de secagem em estufa a 100°C por 25 minutos, uma parte do colageno
presente nas membranas pode ter desnaturado uma vez que, em concordancia com Rosa (2007),
alteragdes na estrutura do colageno que provocam a desnaturacdo em sua conformacao nativa
podem ocorrer em temperaturas superiores a 45°C resultando em perdas da fungéo biologica
especifica.

Quanto as microcapsulas, assim como na analise de proteinas, o valor encontrado é
menor que o esperado. Apesar da cdpsula conter mais coldgeno que a microcapsula, uma
unidade (100mg) contém apenas 8,17mg da proteina e estd distante da recomendacdo diaria
para humanos, cerca de 10g de colageno ao dia (FERREIRA; ROBERTO; CAMISA, 2018;
JACKIX et al., 2010). Clark et al. (2008) também consideraram o quantitativo de 10g/dia na
pesquisa que avaliou o beneficio do coladgeno hidrolisado na doenca articular, resultando na
melhora significativa quanto a dor no grupo suplementado.

Analisando por outra perspectiva, um ensaio clinico randomizado, com o objetivo de
avaliar a eficacia da membrana da casca de ovo para restabelecer a funcionalidade articular na
osteoartrite do joelho, demonstrou melhora em todas as variaveis (mobilidade, forca articular
do joelho, dor, capacidade funcional e qualidade do sono) nos individuos que estavam
consumindo 300mg ou 500mg da membrana/dia (CANOVAS et al., 2022). Do mesmo modo,
Kiers e Bult (2020) selecionaram 75 voluntarios de ambos os sexos, com idade entre 40 e 75
anos e diagnostico de osteoartrite de joelho, para participar de pesquisa envolvendo o consumo
de 300mg da membrada da casca do ovo/dia durante 12 semanas e, baseado nos resultados
obtidos, concluiram que a intervencdo auxiliou no alivio da dor da osteoartrite do joelho.

Demais randomizagOes foram realizadas para avaliar o consumo de 500mg/dia e
obtiveram resultados favoraveis quanto a reducdo significativa da dor e rigidez associadas a
osteoartrite do joelho, tornando o consumo da membrana uma opcao segura e eficaz para o
tratamento da dor e da inflexibilidade (RUFF et al., 2009*; RUFF et al., 20092, DANESCH et
al. 2014; HEWLINGS; KALMAN; SCHNEIDER, 2019). Por conseguinte, 0 consumo diario
de trés capsulas da membrana da casca do ovo desenvolvida neste trabalho, provavelmente,
resultara em beneficios ligados a distdrbios articulares e do tecido conjuntivo.

No estudo desenvolvido por Ponkham, Limroongreungrat e Sangnark (2010), a extracao
do colageno aumentou apds a associacdo do &cido citrico a membrana da casca do ovo.
Contudo, ha a possibilidade do &cido citrico interferir na absorcéo do colageno sendo necessaria
a realizacdo de pesquisas que comprovem as vantagens da ingestdo da membrana

conjuntamente com o acido, no intuito de aumentar a absorcdo do colageno.
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5.3 Quantificacdo da hidroxiprolina e determinacdo do perfil de aminoécidos por
cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC)

A membrana in natura obteve valor superior (Tabela 6) quando comparado a pesquisa
realizada por Strohbehn (2012) que obteve 0,22% p/p do aminoacido hidroxiprolina no
hidrolisado da membrana da casca do ovo. Acresce que, o resultado encontrado corresponde a
12,48% dos aminoacidos, que formam as proteinas de colageno presentes na membrana, uma
vez que o valor total de colageno é 8,17 + 0,25 (Tabela 5). A porcentagem da hidroxiprolina
esta superior que o valor médio esperado, o que confirma a quantidade significativa e relevante
deste aminoacido e, portanto, do colageno na amostra.

Todavia, o valor de hidroxiprolina presente na microcapsula é de 0,08% p/p. Por
conseguinte, a presenca de uma pequena quantidade deste aminoacido pode afetar a
conformacdo da tripla hélice resultando no prejuizo do processo de gelificacdo, dado que este
aminodacido é de suma importancia na estabilidade da tripla hélice do colageno (PRESTES et
al., 2013). Diante do exposto, a capsula contendo a membrana da casca do ovo continua sendo
a opcdo mais viavel com relacdo aos beneficios nutricionais ofertados (Tabela 6).

Tabela 6 - Quantificacdo do aminoacido Hidroxiprolina presente nas membranas, microcapsulas e

capsulas.
Caracterizacéo Membrana externa de ovo de galinha
In natura Microcépsulas Cépsulas
Hidroxiprolina (% p/p) 1,02 + 0,03 0,08+0 1,02 £ 0,03

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Quanto ao perfil dos aminodcidos, prolina e glicina, os resultados obtidos estdo de
acordo com a faixa de dados existentes na literatura. A Tabela 7 demonstra que os valores
encontrados nesta pesquisa sdo favoraveis quando comparados aos dos demais pesquisadores.
Em face aos dados apresentados, obteve-se evidéncia da presenca do colageno na membrana da
casca do ovo devido a existéncia dos aminoécidos responsaveis por sua estruturacdo. O escopo
do presente estudo contemplou a importéncia da reavaliacdo dos residuos de casca do ovo de
galinha em razdo do seu potencial nutritivo.

Tabela 7 - Perfil de aminoéacidos (Prolina e Glicina) da membrana da casca do ovo.
Aminoacido  Meneses Vargas MacNeil Vlad Longetal. Nacano etal.

% plp (2023) (2020)  (2005)  (2007)  (2008) (2003)
Prolina 10,3+0,12 8,47 9,34 10,79 8,23 11,80
Glicina 472+0,02 519 4,94 5,43 3,99 10,85

Fonte: elaborada pela autora (2023).
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5.4 ldentificagdo do perfil de aminoacidos por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Analisando os espectros originados do FTIR a partir dos aminoacidos presentes na
membrana de casca de ovo de galinha (Figura 17), foi possivel identificar os picos
caracteristicos que correspondem as aminas A, B, | e Il, cuja longitude de onda se reporta na
literatura a 3464 cm ™2, 2927 cm™,1639 cm™, 1555 cm 2, respectivamente e, por Gltimo, a amida
I11 em rango de longitude de onda entre 1200 cm™* e 1300 cm*. Nas 4 amostras a amida A se
identifica com facilidade entre os valores de niimero de onda de 3300 cm™ e 3350 cm ™2, 0 que
se associa a presenca de grupamentos -NH do colageno quantificado na membrana. Entre 3000
cmte 2750 cm™t se observa ligeira hidrdlise nos colagenos obtidos que representa a amida B.
Esta banda se associa com o estiramento assimétrico do CH». No caso das amidas | e 11, estas
se encontram entre 1800 cm ™t e 1500 cm ™2, sendo a primeira banda a correspondente a amida |
e seguidamente, a banda da amida Il. Estas representam o estiramento de C=0 ao longo da
estrutura do colageno e o caso da amida I, e a flexdo do grupamento N-H junto com o
estiramento do grupo C-N para a amida Il. De novo, se observa que a banda de absor¢édo da
amida 11 é mais visivel na Figura 17. Por Gltimo, se identifica a amida 111 entre 1200 cm™ e
1300 cm 1, a qual representa a deformagdo N-H e o estiramento C-N.

Figura 17 - Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
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Fonte: prépria autora.

Na regido de comprimento de onda mais elevado na membrana da casca de ovo (Figura
14), a banda mais intensa é evidenciada a 3275 cm™ o que corresponde presenca de grupos O-
H e N-H, os picos a 3064, 2956 e 2868 cm™* correspondem a ligagdes de estiramento C-H. Na
regido com comprimentos de onda mais baixos, a bandas a 1625 cm-! corresponde a C=0,
1523cm? corresponde NC/NH. Desta forma ¢ evidenciada a presenca de aminas e amidas na
particula da membrana da casca do ovo. Na Tabela 8 estdo especificados 0s picos e 0s grupos
funcionais das amostras analisadas.

Tabela 8 - Grupamento quimico das membranas da casca do ovo, do alginato e das microcapsulas em
funcéo das bandas de absorcéo.

Picos  Posicdo das Bandas (cm-1) Grupo Funcional*
MEM ALG MICR

1 3275 3334 3296  3600-3200 (O-H) e N-H

2 3064 - - 3200-2500 (O-H Quelato)

3 2956 2909 - 1760-1712 (C=0 ac.Carboxilicos)*
2820-2720; 2956-2909 (C-H)
1.700-1630 (Aminas)

4 2868 - - 2956-2868 (C-H)

5 1625 - - 1.700-1630 (Aminas)

6 1523 1598 1598 NC/NH

7 1442 1401 1415 1.470-1.430 (CH,)

8 1394 - - 1390-1370 (CH53)

1320 (Aminas aromaticas)
9 1238 1299  1299-1082 1238- Amina Ill
1275-1020 (C-O de ésteres)

10 1076 1028 1034  1200-1050 (Alcoois e fendis)

11 926 939 933  ~ 920 (&cido carboxilico)
900-860-800 (Anel aromatico)

12 - 811-885 - 900-860-800 (Anel aromatico)

MEM (Membrana da casca do ovo); ALG (Alginato de sddio); MIC (Microcéapsulas)
Fonte: elaborada pela autora (2023).
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Os espectros obtidos estdo de acordo com Muyonga, Cole e Duodu (2004), Wang et al.,
(2008) e Woo et al., (2008), pois 0s mesmos apresentam todas as absorc¢des relativa ao colageno

contido na membrana da casca do ovo.
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6 CONCLUSAO

Em virtude dos resultados mencionados, pode-se concluir que a membrana da casca do
ovo é, atualmente, um residuo do processamento industrial que merece destaque em funcédo da
sua composicao nutricional, dado que é importante reconhecer a presenca de colageno nas
membranas em razdo da sua importancia econémica. Ainda durante o preparo das amostras,
constatou-se que o tratamento térmico era necessario para garantir a qualidade do alimento,
devido ao potencial de contaminacdo com coliformes termotolerantes, mesmo que fossem
seguidas as Boas Préaticas de Manipulacéo.

O escopo desta pesquisa era 0 desenvolvimento da microcapsula da membrana da casca
do ovo de galinha utilizando a técnica de gelificacdo idnica, com o intuito de facilitar a forma
de consumo pela populacdo. No entanto, devido aos resultados de quantificacdo de proteinas
totais e colageno se apresentarem abaixo do esperado, obteve-se como produto final a capsula
da membrana da casca do ovo, a fim de propiciar uma melhor forma de armazenar quantidade
pertinente da membrana que resulte em beneficios quanto a sua ingestao.

Os resultados de FTIR verificaram a existéncia de aminas e amidas na particula da
membrana da casca do ovo comprovando que sdo boas fontes de proteinas. Esse estudo resulta
no desenvolvimento de um novo produto com alto valor nutricional que pode melhorar a satde
humana, otimizar a ingestdo de proteinas, especialmente colageno, e encorajar estudos clinicos
gue demonstrem a importancia do consumo da membrana da casca do ovo de galinha. Em uma
segunda analise, € viavel avaliar o custo, 0 prazo de validade e a aceitacdo dos consumidores

guanto aos aspectos sensoriais e intengdo de compra do produto.
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