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RESUMO

Os frigorificos de frango geram coprodutos durante o abate, por exemplo, penas,
0SS0s, sangue e visceras, geralmente, destinados para racdo animal com baixo
valor agregado. Uma parte de carne permanece aderida aos 0Ssos, mesmo apos a
desossa, sendo uma boa fonte de substrato para a hidrélise enzimatica. Os
hidrolisados proteicos podem ser aplicados como suplemento nutricional em
alimentos. Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi otimizar o processo de
hidrolise enzimatica para obtencéo de hidrolisado proteico de coproduto da desossa
de frango (Gallus gallus domesticus) e a adicdo do hidrolisado como suplemento
proteico em hamburguer. O coproduto selecionado para realizacdo do trabalho foi
0sso de coxa e sobrecoxa proveniente da desossa de frango em frigorifico. O
trabalho foi realizado em duas etapas. Na primeira um delineamento composto
central rotacional (DCCR), totalizando 17 ensaios foi adotado para avaliar a
influéncia da temperatura, relacdo enzima:substrato e tempo sobre o grau de
hidrolise. Na sequéncia, foi realizada a otimizac&o estatistica para obter as melhores
condicdes da hidrdlise enzimética. O coproduto da desossa de frango e o hidrolisado
proteico otimizado foram caracterizados em termos de composi¢cdo centesimal,
aminoacidos totais e perfil eletroforético. Na segunda etapa, o hidrolisado foi
adicionado como suplemento proteico em hamburguer de frango. Foram elaboradas
duas formulagBes, hamburguer controle (sem adicdo de hidrolisado proteico) e
hamburguer com hidrolisado (com adicdo de 8% de hidrolisado proteico). Os
hamburgueres foram caracterizados em termos de analises fisico-quimicas, analises
microbioldgicas e analise sensorial. As condi¢cdes 6timas para a hidrolise enzimatica
foram temperatura (T) de 50°C, relacdo enzima:substrato (E:S) de 4,96% e tempo (t)
de 110,16 minutos, nessas condi¢cdes o grau de hidrélise foi de 24,21% +0,22. O
hidrolisado proteico apresentou potencial para suplementacdo em alimentos, pois é
boa fonte de aminoacidos essenciais, atendendo as recomendacdes estabelecidas
pela FAO/WHO, exceto para leucina, fenilalanina e valina, bem como apresentou
maior concentracdo de fracBes proteicas entre 14,437 kDa e 3,496 kDa. Os
resultados obtidos para a andalise microbiolégica e andlises fisico-quimicas do
hamburguer controle e do hamburguer com hidrolisado, estdo de acordo com o0s
respectivos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente. O hamburguer com
hidrolisado apresentou 6% mais proteina do que o hamburguer controle, conferindo
uma suplementacdo proteica ao produto desenvolvido. Em relacdo a andlise
sensorial para o atributo sabor, os avaliadores preferiram o hamburguer com
hidrolisado proteico. O hamburguer com hidrolisado proteico e o hamburguer
controle obtiveram 84,2% e 81,8% de aceitacao geral, respectivamente. A intengao
de compra para o hamburguer com adicdo de hidrolisado proteico foi de 76,4% e
para o hamburguer controle foi de 67%. Diante do exposto, o hidrolisado proteico
obtido a partir de coproduto da desossa de frango € uma alternativa para a
suplementacdo em alimentos, além de agregar valor ao coproduto da dessosa de
frango e aumentar a competitividade dos frigorificos.

Palavras-chave: Otimizag&o; Protease; Analise Sensorial; Delineamento Composto

Central Rotacional.



ABSTRACT

The chicken slaughterhouse generate co-products during slaughter, for example,
feathers, bones, blood and guts, usually intended for animal feed with low added
value. In bone part of the meat remains bound even after deboning and is a good
source of substrate for the enzymatic hydrolysis. The protein hydrolysates may be
applied as a nutritional supplement in foods. Given this context, the objective was to
optimize the enzymatic hydrolysis process for obtaining protein hydrolyzate co-
product of chicken bones (Gallus gallus domesticus) and the addition of the
hydrolyzate as a protein supplement in burger. The co-product selected to carry out
the work was thigh and drumstick bone from the chicken bones in a slaughterhouse.
The study was conducted in two stages. In the first one a central composite design
(CCRD), a total of 17 tests was adopted to evaluate the influence of temperature,
enzyme: substrate ratio and time on the degree of hydrolysis. Following the statistical
optimization was performed to obtain the best conditions of enzymatic hydrolysis of
co-product of chicken bones. The co-product of chicken bones and the optimized
protein hydrolyzate were characterized in terms of chemical composition, total amino
acids and pattern. In the second step, the hydrolyzate was added as a protein
supplement in poultry burger, where two formulations were prepared, Hamburger
control (no addition of protein hydrolyzate) and hamburger with hydrolyzed (with
addition of 8% protein hydrolyzate). The burgers were characterized in terms of
physical-chemical, microbiological and sensory analysis. The optimum conditions for
the enzymatic hydrolysis were temperature (T) of 50 ° C, enzyme: substrate ratio (E:
S) from 4.96% to time (t) of 110.16 minutes under these conditions the degree of
hydrolysis was 24, 0.22 + 21%. The protein hydrolyzate has the potential to
supplementation in food, it is good source of essential amino acids, meeting the
recommendations established by FAO / WHO, except for leucine, phenylalanine, and
valine, and had a higher concentration of protein fractions from 14.437 kDa and
3,496 kDa. The results obtained for microbiological analysis and physical-chemical
analysis of the burger control and burger with hydrolyzed, are in accordance with the
respective standards set by law. The burger with hydrolyzate showed 1.02% more
protein than the burger control, giving a protein supplementation to the product
developed. In the sensorial analysis for flavor attribute evaluators preferred the
burger with protein hydrolyzate. The burger with protein hydrolyzate and the burger
control achieved 84.2% and 81.8% of general acceptance, respectively. The intention
to buy for the burger with added protein hydrolyzate was 76.4% and for the burger
control was 67%. In this light, the protein hydrolyzate obtained from chicken bones of
the co-product is an alternative to supplementation in foods, as well as add value to
the co-product of chicken dessosa and increase the competitiveness of
slaughterhouse.

Keywords: Optimization; Protease; Sensorial Analysis; Central Composite Design.
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INTRODUCAO GERAL

Os aminoéacidos essenciais sdo fundamentais para que as reacdes
bioquimicas ocorram de maneira adequada no organismo dos seres humanos,
porém, muitas pessoas no mundo nao tém acesso a proteina. Ao mesmo tempo, a
industria de alimentos gera grande quantidade de coprodutos, muitas vezes com
elevado teor de proteico. Entretanto, geralmente, esses coprodutos sao destinados a
racado animal apresentando um baixo valor agregado. A valorizagdo dos coprodutos
da agroindustria tem sido amplamente estudada e estdo sendo elevados a condicdo

de ingredientes devido ao elevado valor nutricional.

Os frigorificos de frango geram coprodutos com alto teor proteico que podem
ser utilizados como fonte de substrato para hidrélise enzimética, a partir da aplicacédo
de enzimas que hidrolisam as proteinas conhecidas como proteases. O processo de
hidrolise proteica consiste na clivagem enzimatica de moléculas de proteinas em
pequenos peptideos de tamanhos diversos e em aminoacidos, visando a obtencao

de hidrolisados.

Os hidrolisados proteicos obtidos por hidrolise enzimatica tem vantagens
como o aumento da solubilidade, melhoria das propriedades emulsificantes e
liberacdo de peptideos biologicamente ativos de certas proteinas. Neste contexto,
eles podem ser utilizados como compostos de aromas, suplemento proteico,
substrato para fermentacdo, antioxidantes e compostos bioativos (aminoacidos e

peptideos).

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de capitulos. O Capitulo 1
apresenta uma revisdo bibliografica sobre o assunto. O Capitulo 2 apresenta a
otimizacdo da hidrélise enzimética de coproduto da desossa de frango. O Capitulo 3
apresenta a elaboracdo de hamburguer de frango com adicdo do hidrolisado

proteico e caracterizagao fisico-quimica, microbiologica e sensorial.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

v'Otimizar o processo de hidrélise enzimatica de coproduto da desossa de frango

e avaliar a aplicacdo do hidrolisado em hamburguer.

Obijetivos especificos

v'Caracterizar a matéria-prima por meio de analise centesimal, composicdo de

aminoacidos totais e perfil eletroforético;

v'Avaliar a influéncia da temperatura, relacdo enzima:substrato e tempo de
hidrolise sobre o grau de hidrdlise utilizando o delineamento composto central
rotacional (DCCR) e analise por metodologia de superficie de resposta
(MSR).

v'Otimizar o processo de hidrélise enzimatica pelo uso da funcao desejabilidade.

v'Caracterizar o hidrolisado proteico obtido nas condic6es otimizadas por meio
de andlise centesimal, composicdo de aminoacidos totais e perfil

eletroforético;

v'Suplementar o hambuarguer de frango com hidrolisado proteico otimizado e

avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais.



CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1.1CARNE DE FRANGO

Em 2013 o Brasil produziu 12,399 milhGes de toneladas de carne de frango, e 0
pais € o maior exportador mundial de carne de frango. O consumo mundial per
capita de carne de frango aumentou de 29,91 para 41,80 kg/hab entre 2000 a 2013.
Do total de frango produzido no Brasil em 2013, 68,4% (8,481 milhdes de toneladas)
foram comercializados no mercado interno e 31,6% (3,918 milhdes de toneladas)
foram exportados (Figura 1.1) e (Figura 1.2) (UBABEF, 2014).

Figura 1.1: Destino da producao brasileira de carne de frango em 2013 (%)

Mercado Interno  68,4%

Domestic Market 68 4%

1,6% Exportaches

1,6% Exports

Fonte: UBABEF. Unido Brasileira de Avicultura. Relatdrio Anual, (2014).

Figura 1.2: Exportagdo mundial de carne de frango em 2013 (milhdes de toneladas)

3018 | Brasil 3.354 | EUA rLogy | UE-27 540 | Teilindia 415 | China 1409 | Outros
3,518 | Brazil 3354 | UISA 1,005 | EU-z7 540 | Thailand 415 | China 1,409 | COthers

Fonte: UBABEF. Unido Brasileira de Avicultura. Relatério Anual, (2014).
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A regido sul do Brasil € a maior exportadora de carne de frango, responsavel
por 71,7% das exportacfes do pais em 2013. Os estados do Parana, Santa Catarina
e o0 Rio Grande do Sul responderam por 29,35%, 24,07% e 18,28% das exportacdes
nesse periodo, respectivamente (Figura 1.3). (UBABEF, 2014).

Figura 1.3: Estados exportadores de carne de frango em 2013 (% e milhdes de toneladas)

Mato Grosso Coids
:Jlrl"_:‘;a 214.552 3,’,3?'6 217.220
Mato Grosso do Sul ' Diistrito Federal
3,83% | 149.050 1,88% | 73032
i
1
Parand Minas Cerais
24,35%6 | 1.142.235 4,78% | 185849

Rio Grande do Sul 530 Paulo
|
18,28% | 7.8 6,33% | 246150
Qutros com SIF Santa Catarina

- 24,07% | 936.849
0,39% | 15.356

Fonte: UBABEF. Unido Brasileira de Avicultura. Relat6rio Anual, (2014).

As industrias passaram a estruturar-se para o mercado externo, bem como a
Divisdo de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou normas para padronizar as
atividades de corte nos abatedouros (OLIVO; RABELO, 2006). Segundo a Portaria
n°® 210 do Ministério da Agricultura, entende-se por corte (Figura 1.4), a parte ou

fracdo da carcacga, com limites previamente especificados pelo DIPOA, com 0Sso ou
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sem 0sso, com pele ou sem pele, temperados ou ndo, sem mutilagbes e/ou
dilaceracdes (BRASIL, 1998).

Figura 1.4: Tipos de cortes de frango

Coxinha da Quarto Dianteiro (Peito e Asa)

Jungiodo & N Aos nted
ﬁ"f;?"" mapdesse JB = . -
i!!a,. R S |

7

\ Peito com
~\ Pele

Fonte: UBABEF. Unido Brasileira de Avicultura. Tipos de cortes de frango (2013).

Os cortes de frango e os produtos industrializados responderam por 53,14% e

4,13% das exportacdes de frango em 2013, respectivamente, (Figura 1.5).
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Figura 1.5: ExportacGes brasileiras por produto de frango em 2013
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Fonte: UBABEF. Unido Brasileira de Avicultura. Relatério Anual, (2014).

De acordo com Olivo e Rabelo (2006), no Brasil as coxas com sobrecoxas
sdo comercializadas in natura juntas ou em cortes de coxas e sobrecoxas
separadas. Para o mercado externo, as coxas e sobrecoxas sdo comercializadas em
maior quantidade para o mercado asiatico que consome grande variedade de cortes,
0 que contribui para a manutencéo das vendas com maior valor agregado, visto que
requer mado de obra especializada. Na (Tabela 1.1) pode ser visualizada a
composicdo centesimal da coxa e sobrecoxa de frango, que possuem 17,8% e

17,6% de proteina, respectivamente.

Tabela 1.1: Composicao centesimal da coxa e sobrecoxa de frango sem pele (g/100g de carne)

Componente Coxa Sobrecoxa
Umidade 76,4 72,7
Proteina 17,8 17,6
Lipideos 4,9 9,6
Colesterol 91 mg 84 mg
Carboidrato 0,0 0,0
Fibra alimentar NA NA
Cinzas 0,9 0,9

Fonte: TABELA brasileira de composicéo de alimentos. NEPA — UNICAMP, (2011).
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As industrias do segmento avicultor brasileiro intensificam a implementacgéo
de solucdes tecnoldgicas na busca por competitividade. Diante da escassez de mao
de obra qualificada, a automatizacdo de linhas de producdo tem sido fator
determinante para as empresas de 0 setor garantirem resultados eficientes e
aumentarem o valor agregado para estar a frente da concorréncia. Um dos produtos
a receber estes investimentos é o kakugiri, cubos de coxa ou sobrecoxa de frango
desossados, item bastante consumido pelo Japé&o, que encontra o Brasil como o seu
principal exportador (AUTOMACAO, 2013).

No trabalho realizado por Takeda et al. (2008), as perdas da desossa de coxa
e sobrecoxa de frango foram calculadas por meio de raspagem dos 0ssos apoés
serem desossados pelos colaboradores que fazem parte do processo. A coleta e
raspagem foram realizadas em 4 amostragens diarias de 10 0ssos por amostra,
todos os dias da semana, durante o periodo de um més, totalizando 240 amostras
por semana. Observando os resultados foi possivel verificar que o valor da perda foi

da meta que é 3,379 de carne/osso definida pela frigorifico avaliado (Tabela 1.2).

Tabela 1.2: Perdas no processo de desossa de coxa e sobrecoxa de frango.

| Quantidade média Meta
tem
(g carne/osso) (g carne/osso)
1° semana 5,20 3,37
2° semana 5,00 3,37
3% semana 4,71 3,37
4° semana 4,74 3,37

Fonte: Takeda et al. (2008).

Observa-se que, mesmo atingindo a meta de 3,37g de carne/osso, ocorre a
geracdo de coproduto. Considerando um frigorifico que abate 200.000 frangos por
dia a quantidade de carne residual no osso € de 1.348 kg/dia. Os o0ssos da coxa e
sobrecoxa com carne residual sdo, geralmente, direcionados para producdo de
racao animal. Segundo Fu-Yuan et al. (2008) esses coprodutos contém quantidades
elevadas de proteina na forma de carne, cartlagem e medula éssea, o que

representa uma boa fonte de proteina para a hidrolise enzimatica.
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As plantas de processamento de frango de todo o mundo geram grande
quantidade de coprodutos soélidos na forma de cabecas, 0ssos, visceras e penas.
Esses residuos sdo muitas vezes transformados em racdo animal, fertilizantes ou
totalmente eliminados. O descarte inadequado desses residuos provoca poluicdo
ambiental, doencas e perda de recursos biol6gicos Uteis, como proteinas, enzimas e
lipidios. A utilizacdo de métodos que fazem uso desses componentes biolégicos
para a producéo de produtos de valor agregado ao invés do uso direto do coproduto,
pode ser uma opcdo viavel. Portanto, existem varias pesquisas sobre esses
coprodutos como fontes de hidrolisados de proteinas, enzimas e acidos graxos poli-
insaturados. Devido as multiplas aplicacbes de hidrolisados proteicos em varios
ramos da ciéncia e da industria a literatura vem relatando a conversdo de
coprodutos animais para hidrolisados (LASEKAN; BAKAR; HASHIM, 2013).

1.2 PROTEINAS

As proteinas séo estruturas formadas por aminoacidos. No atomo de carbono
a, os 20 aminoacidos que formam as proteinas tém em comum um grupamento
carboxilico livre e um amino grupo livre, exceto a prolina. A diferenciacdo dos

aminoacidos é devido a estrutura das cadeias laterais, conhecidas como
grupamento R. (LEHNINGER, 1976).

Portanto, € a natureza dessas cadeias laterais que determinara o papel de um
aminoécido em uma proteina. Dessa forma, os aminoacidos sé@o classificados de
acordo com as propriedades de suas cadeias laterais: apolares e polares (acidos e
bases). Os aminoacidos sdo ligados covalentemente por ligagbes peptidicas, as
quais sao ligagcdes amidas entre o grupo a-carboxila de um aminoacido e o grupo a-
amino de outro. As ligacbes peptidicas ndo sao rompidas por condicbes
desnaturantes, como aquecimento ou altas concentracdes de uréia. Deve haver uma
exposicdo prolongada a um &cido ou uma base forte em temperaturas elevadas para

hidrolisar essas ligagbes de forma ndo-enzimatica. (CHAMPE et al., 2006).
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O que caracteriza cada proteina é o nUmero de aminoécidos componentes de
sua cadeia e a ordem que elas se encontram, ou seja, a sua estrutura primaria.
Assim, apesar de serem constituidas por apenas 20 aminoacidos diferentes, as

possibilidades de estruturas para as proteinas sao diversas (TORRES, 2001).

Os aminoécidos séo classificados em aminoacidos essenciais e nao-
essenciais. Os aminoacidos essenciais ndo podem ser produzidos pelo organismo
humano, sendo somente adquiridos pela ingestdo de alimentos, vegetais ou animais.
Ja os aminoacidos nao-essenciais sao sintetizados pelo organismo humano
conforme a Tabela 1.3. CHAMPE et al., 2006.

Tabela 1.3: Classificagdo dos aminoacidos

Aminoacidos Aminoacidos
Essenciais ndo-essenciais
Fenilalanina Alanina
Isoleucina Asparagina
Leucina Cisteina
Lisina Glicina
Metionina Glutamina
Treonina Prolina
Triptofano Tirosina
Histidina Acido aspartico
Valina Acido glutamico

Arginina

Serina

Fonte: SGARBIERI, 1996.

1.2.1 Enzimas

1.2.1.1 Estrutura e classificagdo das enzimas

As enzimas sdo proteinas globulares e, como todas as proteinas, sao
heteropolimeros de 20 diferentes aminoacidos. Algumas incluem em sua estrutura
um componente ndo protéico, designado grupo prostético. Sdo macromoléculas,
com peso molecular variando de 5.000 até mais de 1.000.000 de déaltons. (TORRES,
2001). Todas as enzimas sao proteinas, entretanto, algumas moléculas de RNA

(acido ribonucléico) também apresentam atividade catalitica (LEHNINGER, 1976).
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A atividade catalitica de uma enzima esta diretamente relacionada a estrutura
da proteina nativa. Para que a enzima obtenha uma excelente atividade catalitica,
ela ndo pode estar desnaturada. Quando uma enzima sofre desnaturacdo, sua
atividade catalitica é destruida, pois suas estruturas protéicas sdo essenciais para
essa atividade catalitica. A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB, International Union of Biochemistry and Molecular Biology) desenvolveu um
sistema de nomenclatura no qual as enzimas sdo divididas em seis classes
principais (Tabela 1.4), (CHAMPE et al., 2006).

Tabela 1.4: Classificacdo das enzimas

Classe Tipo de reagéo

Oxidorredutases Oxidorreducéo

Transferases Transferéncias de grupos
Hidrolases Hidrolise
Liases Adicao de grupos a duplas ligacdes ou remoc¢ao dos

grupos, deixando dupla ligagéo
Isomerases Rearranjos intramoleculares

Ligases Condensacao de duas moléculas, associada a hidrélise
de uma ligac&o de alta energia (em geral ATP)

Fonte: Adaptado de (TORRES, 2001).

1.2.1.2 Proteases

As proteases sao enzimas que pertencem ao grupo das hidrolases, catalisam
a reacdo de hidrolise das ligacbes peptidicas das proteinas. Todas as proteases
apresentam um grau de especificidade de substrato, em geral relacionado aos
aminoacidos envolvidos na ligagcéo peptidica a ser hidrolisada e aqueles adjacentes
a eles. A posicao da ligacdo na cadeia polipeptidica e o tamanho da cadeia podem

influenciar a atividade das proteases, (KOBLITZ, 2013).

A protease Protamex®, da Novozymes, € um complexo de proteases obtida

por duas espécies de Bacillus, Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens,
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que é produzida por fermentacdo submersa e desenvolvida para a hidrélise de
proteinas alimentares. A proteina enzimatica € separada e purificada do organismo
produtor. Nesse produto a atividade enzimatica é fornecida por serina endoprotease,
que hidrolisa ligagbes peptidicas internas. O produto estd de acordo com as
especificacdes de pureza recomendadas para as enzimas de grau alimenticio
definidas pelo Joint FAO/WHO — Expert Committee on Food Additives (JECFA) e o
Food Chemicals Codex (FCC) (NOVOZYMES, 2013).

A Protamex® é padronizada em Anson Units/g (AU/g), possui atividade
declarada de 1,5 AU/g, baseada na protedlise da hemoglobina desnaturada. Em
contraste com varias outras endoproteases, de acordo com o fabricante a
Protamex® ira produzir hidrolisados protéicos ndo amargos, mesmo a baixos graus
de hidrolise. As condicBes 6timas de trabalho sdo pH 5.5-7.5 e 35-60°C conforme
determinado pelos testes de aplicacdo (NOVOZYMES, 2013).

Na Figura 1.6 as atividades demonstradas sdo medidas de acordo com o
Método de Anson modificado e o substrato utilizado foi hemoglobina desnaturada. A
estabilidade da Protamex® a uma determinada temperatura é influenciada pelo tipo
e concentracdo das proteinas presentes. Pode ser inativada em 30 minutos a 50°C

ou acima quando o pH é 4, e em 10 minutos a 85°C ou acima quando o pH é 8.

Figura 1.6: Influéncia do pH em vérias temperaturas na atividade da Protamex®
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Fonte: (NOVOZYMES, 2013).

1.2.1.3 Fundamentos de enzimologia

A teoria das colisbes estabelece que as moléculas devem colidir com
orientacdo adequada para que elas adquiram uma quantidade minima de energia
para atingir o estado de transicdo. A energia de ativacao é a quantidade de energia
necessaria para transferir um mol de uma substancia até o estado de transi¢cdo. A
velocidade de uma reacdo sera diretamente proporcional ao nimero de moléculas
com energia igual ou maior do que a do estado de transicdo. Os catalisadores
auxiliam as reagfes quimicas reduzindo o valor de energia de ativagéo, similar ao
gue ocorre no nosso organismo, (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Segundo Champe et al. (2006), as enzimas mostram diferentes respostas as
alteracbes de concentracdo de substrato, temperatura e pH. Em relacdo a
concentracdo a reacdo catalisada por uma enzima aumenta conforme a
concentragdo do substrato, até a velocidade méaxima ser atingida. A velocidade de
reacdo aumenta com a temperatura, até atingir um pico de velocidade. Uma
elevacdo maior da temperatura, acima da considerada Otima, resulta em uma
reducdo na velocidade da reacdo, como consequéncia da desnaturacdo da enzima,
induzida pela temperatura. Dependendo do pH, pode ocorrer variagao na velocidade

da reacdo enzima.

Durante a catélise, o substrato € ligado a uma pequena regido da enzima
chamado de sitio ativo, (Figura 1.7). O sitio ativo é uma cavidade com formato de-
finido, permitindo, assim, que a enzima possa reconhecer seu substrato e, para ser
aceita, a molécula deve ter o formato adequado para “encaixar-se” no sitio ativo.
Portanto, existem especificidades entre a enzima e o substrato. A analise da
estrutura da enzima na auséncia e presenca do substrato, realizada por difracao de
raios X e outros meétodos, mostra com clareza que a aproximacéo e a ligacdo do
substrato induzem, na enzima, uma mudanca na sua forma, tornando-a ideal para a
catalise, (MARZZOCO; TORRES, 1999).
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Figura 1.7: Sitio ativo da enzima
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Fonte: Adaptado de (MARZZOCO; TORRES, 1999).

A dosagem de enzimas é realizada por meio da medida da sua atividade, que
€ avaliada pela velocidade da reacdo que a enzima catalisa. Para medir a atividade
das enzimas, uma amostra da solugdo com enzima é incubada com concentracdes
altas de substratos e a velocidade da reacdo é medida e expressa em Unidades
Internacionais. Uma Unidade Internacional (U) € a quantidade de enzima capaz de
formar 1umol de produto por minuto em condicbes Otimas de medida (pH,

temperatura, etc.), especificadas para cada caso (TORRES, 2001).

1.3 HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINA

O processo de hidrélise protéica consiste na clivagem quimica ou enziméatica de
moléculas de proteinas em pequenos peptideos de tamanhos diversos e,
eventualmente, em aminoacidos (ADLER-NISSEN, 1986). A hidrélise quimica &
realizada pela quebra de ligacdes peptidicas com acidos ou bases. Entretanto, esse

método apresenta algumas limitacdes, como destruicdo de alguns aminoacidos,
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comprometendo o valor nutricional da proteina, e dificuldade de controle de
processo, gerando quase sempre produtos com composi¢cao quimica e propriedades
funcionais variaveis (SGARBIERI, 1996).

Na hidrdlise enzimatica, enzimas proteoliticas sdo empregadas para hidrolisar
a proteina do alimento, resultando na formagdo de duas fases: uma insollvel,
geralmente utilizada em ragdo animal; e outra sollvel, rica em proteina hidrolisada e
que pode ser convertida em ingrediente a ser incorporado em alimentos
processados (KUROZAWA; PARK; HUBINGER, 2009). A hidrolise enzimatica possui
algumas vantagens sob outros métodos de hidrélise como o aumento da
solubilidade, das propriedades emulsificantes dos hidrolisados e também o aumento
da liberacdo de peptideos biologicamente ativos de certas proteinas (SPELLMAN et.
al., 2003).

Os parametros mais criticos para monitorar a hidrolise enzimética sdo a
temperatura, o tempo de hidrélise e o pH. As condi¢des de hidrdlise sdo controladas
para atender as caracteristicas especificas de produtos, tais como a distribuicdo de
aminoacidos, a distribuicdo de peso molecular, e quantidade de proteina intacta
residual. A escolha de uma enzima também é determinada por uma combinacéo de
eficacia e de economia (LAHL; BRAUN, 1994).

A hidrélise enzimatica protéica tem sido aplicada em diferentes substratos e
com diversos tipos de proteases. Contudo, muitos estudos foram realizados com
subprodutos de pescados. O hidrolisado gerado pode ser utilizado como compostos
de aromas, suplemento proteico em alimentos, substrato para fermentacéo,
antioxidantes, compostos bioativos (aminoacidos e peptideos), conforme pode ser

observado nas pesquisas no Quadro 1.1.

A aplicagcdo dos hidrolisados varia em funcdo da distribuicdo do peso
molecular dos peptidios. Assim, peptidios com pesos moleculares entre 5 e 20 kDa
sao utilizados, geralmente, como fontes de nitrogénio, em alimentos para fins
especiais e suplementos alimentares para adultos. Ja, peptidios com pesos

moleculares menores que 5 kDa sdo oriundos de proteinas altamente hidrolisadas
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sendo frequentemente utilizados em formulacoes hipoalergénicas
(MAHMOUD,1994).

Os hidrolisados protéicos séo utilizados como ingredientes em varios
alimentos, com o objetivo de conferir sabor caracteristico, alterar a textura,
emulsificar, produzir espuma ou aumentar o valor nutricional. Hidrolisados de carne
bovina e peixe sdo usados como flavorizantes na produgcao de temperos, caldos,
sopas e molhos (KOBLITZ, 2013).

Os peptideos bioativos sédo peptideos curtos de aproximadamente 2-30
aminoacidos de comprimento. Eles estdo inativos na sequéncia da proteina original
e podem ser liberados durante a digestdo gastrointestinal, durante o processamento
de alimentos ou por hidrélise utilizando enzimas comerciais. Os derivados carneos
tem uma infinidade de peptideos bioativos potenciais para aplicagdo como
antioxidantes, antimicrobianos, antitrombdéticos, inibidores da enzima conversora de
angiotensina | (ACE-I). Antioxidantes e antimicrobianos de peptideos isolados a
partir de fontes de musculo de carne podem ser utilizados como ingredientes
potencialmente funcionais em alimentos (DI BERNARDINI et al., 2011).

A desvantagem da hidrolise proteica € o desenvolvimento do gosto amargo,
resultado da formacdo de peptideos que contém um ou mais aminoacidos C-
terminais hidrofébicos (KOBLITZ, 2013). Em sua forma intacta, ou seja, na forma de
proteina globular, as cadeias hidrofébicas encontram-se escondidas no interior da
molécula, ndo interagindo com células receptoras do gosto amargo. Quando a
proteina € degradada pela acdo da protease, os peptideos contendo os aminoacidos
hidrofébicos ficam expostos e, assim, sdo capazes de interagir com 0s receptores,
resultando na deteccao do gosto amargo (ADLER-NISSEN, 1986).

O controle das condicdes de hidrélise enzimatica e a escolha adequada da
enzima permitem a obtencdo de produtos com caracteristicas adequadas, a uma
dada aplicacdo na formulacdo de alimentos. Este processo possui influéncia no
tamanho molecular, hidrofobicidade e nos grupos polares do hidrolisado. Assim, os

hidrolisados protéicos podem ser utilizados para suplementar e obter novos produtos
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alimenticios, alterar as propriedades funcionais das proteinas e como componente
de sabor (KUROZAWA; PARK; HUBINGER, 2009).

Quadro 1.1 :Estudos realizados sobre hidrolise enzimatica proteica

Produto ou Enzima (protease) Aplicacao Autores Ano
subproduto

Subproduto de | Optimase Compostos aromaticos de | Baek; 1996

lagosta aromas concentrados. Cadwallader.

Musculo dogfish Alcalase Suplemento proteico em | Diniz; Martins. 1997

(Squalus alimentos.

acanthias)

Camaréo Quimotripsina e tripsina Aminoacidos Simpson et al. 1998
Suplemento para
alimentos.

Subproduto Umamizyme Peptideos e nitrogénio | Guerard; Guimas; | 2002

(estbmago) de (substrato para | Binet.

atum fermentacéo).

Subproduto  de | Protamex™ Aminoécidos. Liaset et al. 2002

salméo

Salmo salar, L.

Visceras de | Alcalase Fosfolipidios Dumay et al. 2006

sardinha Protamex and

Flavourzyme

Visceras de | P Amano 6 Aminoécidos essenciais. Bhaskar et al. 2007

ovelha Fungal protease

(estbmago,

intestino grosso e

delgado)

Carpa Alcalase e Flavourzyme Antioxidantes e | Shiyuan et al. 2008
compostos bioativos.

Ossos da coxa | Alcalase, pepsina e | Peptideo  inibidor de | Fu-Yuan et al. 2008;

desossada. tripsina enzima conversora de 2009
angiotensina |.  Anti-
hipertensivo.

Peito de frango Alcalase Amino4cidos essenciais. Kurozawa; Park; | 2008;
Suplemento para | Hubinger. 2009
alimentos.

Mexilhdo Protamex Aromatizante. Silva; Park; | 2010
Suplemento em | Hubinger.
alimentos.

Subproduto Alcalase Amino&cidos Ovissipour et al. 2012

(visceras) de

atum

Collichthys Alcalase, Neutrase, | Aminoacidos Qing et al. 2012

niveatus Protamex, e Flavourzyme

Anchova Alcalase, Flavourzyme, | Antioxidante. Ovissipour et al. 2013

Protamex, papaina,

bromelina, Promod.
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Liaset et al. (2002) estudaram a recuperacdo de nitrogénio na hidrolise
enzimatica dos subprodutos de salméo (Salmo salar, L.) com a protease Protamex®.
De acordo com os autores esta protease foi selecionada para o estudo por produzir
um hidrolisado sem gosto amargo. Apés 60 minutos de hidrélise a maior parte do
nitrogénio solavel foi solubilizado. As condi¢des 6timas de temperatura e pH obtidas
foram de 50-56°C e 6,5-7,7, respectivamente. Porém, os autores ndo realizaram
analise sensorial no hidrolisado para avaliar a presenca ou auséncia de gosto

amargo.

O trabalho desenvolvido por Silva; Park e Hubinger (2010) teve como objetivo
a otimizacdo da hidrélise enziméatica da carne de mexilhdo usando a enzima
Protamex®, com a metodologia de superficie de resposta (MSR). Os resultados
mostraram que a condicdo Otima de reacdo de hidrdlise foi a pH de 6,85,
temperatura 51°C e relacdo enzima:substrato de 4,5%, com 26,5% de grau de
hidrélise e 65% de recuperacdo de proteina. A composicdo de aminoacidos revelou
que o acido glutamico, o &cido aspartico e triptofano foram seus principais
componentes, no entanto histidina e leucina foram aminoéacidos limitantes. O
hidrolisado de mexilhdo pode ser usado como um agente aromatizante, além de

apresentar um bom valor nutricional.

1.4 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS E OTIMIZACAO

Em qualquer area de pesquisa € de interesse saber quais as variaveis
importantes no estudo que serd realizado, assim como, limites inferior e superior de
valores dessas variaveis. A partir dos resultados dos estudos, técnicas estatisticas
devem ser utilizadas de modo a se concluir algo em relacdo as variaveis analisadas.
O planejamento experimental € uma dessas técnicas, que atualmente vem sendo
usada em grande escala. Por meio dele, pesquisadores podem determinar as
variaveis que exercem maior influéncia no desempenho de um determinado

processo, tendo como resultado: reducdo da variagdo do processo, redugcao do
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tempo do processo, reducdo do custo operacional e melhoria no rendimento do
processo (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

A escolha do planejamento adequado é uma funcéo direta do numero de
variaveis independentes envolvidas no estudo, da disponibilidade de matéria-prima,
da viabilidade do numero de ensaios que podem ser realizados e do custo do
processo em estudo. No entanto, hd& um nimero minimo de ensaios que devem ser
realizados conforme o numero de fatores que se deseja estudar, para que a
discusséo dos resultados e a interpretacdo estatistica ndo figuem comprometidas.
No caso de 2 a 3 varidveis independentes ou fatores, recomenda-se um
delineamento composto central rotacional (DCCR) (RODRIGUES; LEMMA, 2009).

Quando se tem mais de uma variavel de resposta, geralmente, tem-se
interesse em encontrar valores operacionais 6timos das variaveis independentes
gue satisfacam simultaneamente todos 0s requisitos necessarios as variaveis
dependentes. Inicialmente é necesséario determinar o modelo apropriado para
descrever as variaveis de resposta e entdo encontrar uma série de condi¢cbes
operacionais que otimize todas as respostas ou, no minimo, as mantenha em faixas
desejaveis. A busca dessa faixa desejavel pode ser realizada graficamente, por meio
de sobreposi¢cdes das curvas de nivel para todas as respostas. Pelo fato dessas
curvas serem bidimensionais, esse método se torna confuso para mais de dois
fatores. O melhor é usar o procedimento de otimizagcdo com restricdo também
conhecido como programacéao nao linear (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

O Statistic software comercial de analise estatistica usa a abordagem
utilizada por Derringer e Suich (1980), que propuseram o uso da funcdo de
desejabilidade. A abordagem geral consiste em converter primeiro cada resposta Y;
em uma funcéo individual desirability di, que varia em uma faixa de 0 < d; < 1. Se a
resposta for aquela que se quer, di = 1 e se a resposta estiver fora da regiao
aceitavel, di = 0. Assim, as variaveis independentes sao escolhidas de modo a
maximizar a desirability global, (Equacao 1.1), (CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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D = (dix d5 x ...dm)*™

Equacao (1.1)

1.5 HAMBURGUER

Segundo Terra (1998) a industrializacdo das carnes tem por objetivo o
aumento a vida util, desenvolvimento de diferentes sabores e utilizacdo de partes do
animal de dificil comercializacdo quando no estado fresco. A carne, devido, ao seu
elevado valor nutricional e sua grande quantidade de agua disponivel, torna-se um
alvo facil aos micro-organismos deterioradores, bem como aos micro-organismos
patogénicos, sendo capazes de ocasionar danos a saude do consumidor. O
emprego de aditivos, do calor e do frio, bem como do uso das boas praticas de

fabricacao possibilitam a obtencéo de produtos carneos saudaveis e seguros.

Entende-se por hamburguer o produto carneo industrializado obtido da carne
moida dos animais de acougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e ingredientes,
moldado e submetido a processo tecnoldgico adequado. O mesmo deve apresentar
proteina minima de 15%, gordura maxima de 23% e carboidratos totais de 3%.
Podendo ser adicionados ingredientes opcionais tais como: gordura animal, gordura
vegetal, 4gua, sal, proteinas de origem animal e/ou vegetal, leite em po, aclcares,
maltodextrina, aditivos intencionais, condimentos, aromas, especiarias, vegetais,

queijos e outros recheios (BRASIL, 2000).

A industria e 0 comércio tém apresentado alternativas alimentares adaptadas
as condi¢des urbanas e novas modalidades na forma de se alimentar que contribui
para mudancas de habito do consumidor (MARQUES, 2007). Nessas mudancgas de
habito alimentar, inclui-se os alimentos tipo fast-food, que podem ser encontrados
em lanchonetes que vao desde as pequenas até as grandes redes multinacionais. O
hamburguer, faz parte do habito alimentar da populacdo brasileira, por suas
caracteristicas sensoriais e por ser um produto de facil preparo, ainda apresenta

elevado teor de lipidios, proteina de alto valor bioldgico, vitaminas e minerais em sua
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composicdo. No Brasil, o consumo de lanches, em especial o hamburguer, tem
aumentado bastante entre consumidores de todas as faixas etarias, sendo preferido

entre as criancas e adolescentes e muito apreciado por adultos (OLIVO, 2004).

O hamburguer é uma alternativa para o aproveitamento de carnes menos
nobres, e sua producdo possibilita aumentar o lucro dos abatedouros. Assim, para
profissionais da area de alimentos, é um assunto de interesse que fornece subsidios
para o desenvolvimento de novos produtos e conhecimento de inovacdes
tecnoldgicas (COSTA, 2004).
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CAPITULO 2: OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DE COPRODUTO DA
DESOSSA DE FRANGO
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RESUMO

As plantas de processamento de frango de todo o mundo geram grande quantidade
de coprodutos solidos na forma de cabecas, 0ssos, visceras e penas. Dessa forma
torna-se importante viabilizar um destino para esse material, que apresenta uma
composic¢ao importante do ponto de vista proteico. O objetivo do trabalho foi otimizar
0 processo de hidrolise enzimética para obtencéo de hidrolisado proteico a partir de
coproduto da desossa de frango. O coproduto utilizado foi osso de coxa e sobrecoxa
proveniente da desossa de frango, com presenca de carne residual aderida. Foi
utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar os efeitos
da temperatura (33,2 a 66,8°C), relacdo enzima:substrato (0,36 a 6,36%) e tempo
(39,6 a 140,4 min) sobre o grau de hidrolise. A otimizacdo do grau de hidrélise foi
conduzida por meio da funcéo desejabilidade. As condicbes Otimas para a hidrélise
enzimatica foram temperatura (T) de 50°C, relacdo enzima:substrato (E:S) de 4,96%
e tempo (t) de 110,16 minutos, sendo que nessas condicbes o grau de hidrolise
meédio foi de 24,21% % 0,22. O coproduto da desossa de frango e o hidrolisado
proteico obtidos nas condicdes Otimas foram caracterizados em termos de
composicao centesimal, composicdo de aminoacidos totais e perfil eletroforético. Os
resultados para composicdo centesimal do coproduto da desossa de frango
comprovaram que essa matéria-prima apresenta um elevado teor de proteina e que
o hidrolisado proteico obtido por sua hidrolise tem potencial para suplementacao
proteica em alimentos, pois é fonte de aminoacidos essenciais, atendendo as
recomendacdes estabelecidas pela FAO/WHO, exceto para leucina, fenilalanina e
valina. A utilizacdo desse coproduto da desossa de frango na suplementacéo
proteica de alimentos agrega valor e ao mesmo tempo aumenta a competitividade
dos frigorificos.

Palavras-chave: Metodologia de superficie de resposta; Otimizacdo de processo;
Funcao desejabilidade; Aminoacidos essenciais; Perfil eletroforético.
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ABSTRACT

The chicken processing plants worldwide produce large quantities of solid byproducts
in the form of heads, bones, entrails and feathers thus becomes important to enable
a use for this material, which has a major composition of view protein. The objective
was to optimize the enzymatic hydrolysis process for obtaining a protein hydrolyzate
from co-product of chicken bones. The co-product used was thigh and drumstick
bone from the chicken bones, with residual meat attached. We used the central
composite design (CCRD) and an experimental design to evaluate the effects of
temperature (33.2 to 66,8°C), enzyme: substrate ratio (0.36 to 6.36%) and time (39.6
to 140.4 min) on the degree of hydrolysis. The optimization of the degree of
hydrolysis was conducted using the desirability function. The optimum conditions for
the enzymatic hydrolysis were temperature (T) of 50 ° C, enzyme: substrate ratio (E:
S) from 4.96% to time (t) of 110.16 minutes, and the average degree of these
conditions hydrolysis was of 24.21 + 0.22%. The co-product of chicken bones and the
protein hydrolyzate obtained in optimum conditions were characterized in terms of
chemical composition, total amino acid composition and pattern. The results for the
chemical composition of the coproduct chicken bones showed that this raw material
has a high protein content and the protein hydrolyzate obtained by hydrolysis has the
potential for protein supplementation of foods, because it is a source of amino acids,
the recommendations given set by FAO / WHO, except for leucine, phenylalanine
and valine. The use of this chicken boning of coproduct in protein supplementation of
food adds value to this coproduct increasing the competitiveness of slaughterhouses.

Keywords: response surface methodology; Process optimization; Desirability
function; Essential amino acids ; Electrophoretic profile .
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2.1 INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas sdo empregadas para hidrolisar a proteina do
alimento, resultando na formacédo de duas fases uma insoluvel, geralmente utilizada
em racdo animal; e outra sollvel, rica em proteina hidrolisada e que pode ser
convertida em ingrediente para ser incorporado em alimentos processados
(KUROZAWA,; PARK; HUBINGER, 2009).

De acordo com a literatura, os hidrolisados proteicos podem ser utilizados
como compostos de aromas, suplemento proteico em alimentos, substrato para
fermentacdo, antioxidantes, compostos bioativos (aminoacidos e peptideos)
(SCHMIDT; SALAS-MELLADO, 2008; SHIYUAN et al. 2008; KUROZAWA; PARK;
HUBINGER, 2009; FU-YUAN et al. 2009, OVISSIPOUR et al., 2013, OLIVEIRA;
FRANZEN; TERRA, 2014).

Os frigorificos de frango de todo o mundo geram grande quantidade de
coprodutos sélidos na forma de cabecas, 0ssos, visceras e penas, geralmente,
transformados em racdo animal. A utilizacdo de métodos que fazem uso desses
componentes bioldgicos para a elaboracdo de produtos de valor agregado ao invés
do uso direto do coproduto, pode ser uma opc¢éao viavel de aproveitamento. Portanto,
existem pesquisas sobre esses coprodutos como fontes de hidrolisados de
proteinas, enzimas e acidos graxos poli-insaturados. (LASEKAN; BAKAR; HASHIM,
2013).

Neste contexto, o objetivo trabalho é otimizar o processo de hidrolise
enzimatica de coproduto da desossa de frango e caracterizar o hidrolisado quanto a

composicao centesimal, aminoacidos totais e perfil eletroforético.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material

2.2.1.1 Matéria-prima

Para realizacdo do presente trabalho foi utilizado o coproduto da desossa de
frango (Gallus gallus domesticus). O coproduto utilizado foi osso de coxa e
sobrecoxa proveniente da desossa com presenca de carne residual aderida. A
matéria-prima (Figura 2.1) foi fornecida pelo frigorifico de aves da Brasil Foods,
localizado em Chapeco6-SC.

Figura 2.1: Coproduto da desossa de frango

Fonte: A autora.

2.2.1.2 Enzima

Para a hidrdlise enzimatica foi utilizada a protease Protamex® (Novozymes,
Bagsvaerd, Dinamarca), com atividade declarada de 1.5 AU/g. A enzima foi

fornecida pela Tovani Benzaquen Ingredientes, localizada em Sao Paulo-SP.
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2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Obtencéao do hidrolisado proteico

As etapas para obtenc&o do hidrolisado proteico podem ser visualizadas na

Figura 2.2.

Figura 2.2 Fluxograma para obteng&o do hidrolisado proteico

Coproduto da
desossa de frango

Preparacioda
amostra

Hidrolise
enzimatica

Inativacao Térmica: 85°C/15min
enzimatica Quimica: TCA 6,5%

Hidrolisado
proteico otimizado

Fonte: Adaptado de Schmidt e Salas-Mellado (2008).

Para a preparacao da amostra, 0os 0ssos de coxas e sobrecoxas de frango com
carne residual foram descongelados por 24 horas em geladeira na temperatura de

4°C conforme apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3: Descongelamento da amostra

Fonte: A autora.

2.2.2.2 Planejamento experimental e otimizagao

O planejamento experimental foi realizado para estudar os efeitos da
temperatura (T), relacdo enzima:substrato (E:S) e tempo (t) de hidrdlise, sobre o
grau de hidrélise (GH) a partir de coproduto da desossa de frango conforme Tabela
2.1.

Os pontos axiais foram calculados tendo os valores maximo (+1,68), minimo
(-1,68) e o ponto central (0). As variaveis testadas foram codificadas de acordo com

a Equacao (2.1):
x1=Xi-Xo

Axi

Equacéo (2.1)

Onde x; é o valor codificado e X; € o valor real da variavel independente, Xy € o valor

real do ponto central e AX; é o valor da diferenca entre os pontos.
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Tabela 2.1: Valores utilizados no delineamento composto rotacional (DCCR) para as variaveis

independentes

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
independentes

Temperatura (°C) 33,2 40 50 60 66,8
Enzima:Substrato (%) 0,36 1 3 5 6,36
Tempo (minutos) 39,6 60 90 120 140,4

Para o primeiro ponto axial da relacdo enzima:substrato foi utilizado 0,36%
por ser um valor positivo, sendo que o -1,68 foi substituido por -0,79. Pois ao aplicar
-1,68 o valor foi de -0,36%, portanto, com a concentracdo negativa seria impossivel

realizar o experimento.

Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR), com 3
pontos centrais (nivel 0) e 6 pontos axiais (niveis * a), totalizando 17 ensaios
mostrados na Tabela 2.2. Os intervalos estudados para as variaveis independentes
foram baseados em condi¢des trabalhadas por diferentes pesquisadores (Silva et
al., 2010; Schmidt; Salas-Mellado, 2008; Kurozawa, 2008 e pela fabricante da

enzima Novozymes, 2013).

Tabela 2.2: Valores codificados e reais dos ensaios para a hidrélise enzimatica

Variaveis independentes

Ensaio Codificado Real

T (°C) E/S (%) t (min) T (°C) E/S (%) t (min)
1 -1 -1 -1 40 1 60
2 -1 -1 1 40 1 120
3 -1 1 -1 40 5 60
4 -1 1 1 40 5 120
5 1 -1 -1 60 1 60
6 1 -1 1 60 1 120
7 1 1 -1 60 5 60
8 1 1 1 60 5 120
9 -1,68 0 0 33,2 3 90
10 1,68 0 0 66,8 3 90
11 0 -0,79 0 50 0,36 90
12 0 1,68 0 50 6,36 90
13 0 0 -1,68 50 3 39,6
14 0 0 1,68 50 3 140,4
15 0 0 0 50 3 90
16 0 0 0 50 3 90
17 0 0 0 50 3 90

T: Temperatura em °C. E/S: relacdo enzima/substrato em %. T: tempo em minutos.



48

Para a elaboracdo dos modelos, foi utilizado o software Statistica 7.0
(Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos coeficientes
dentro de um nivel de confianca de 95%, por meio de analises estatisticas. Apos a
andlise estatistica dos coeficientes, foi realizada andlise de variancia (ANOVA), que
consiste na avaliagao do coeficiente de determinacao ajustado e falta de ajuste e do
teste F, verificando se o modelo linear apresenta um ajuste adequado dos dados

experimentais.

A otimizacao da hidrolise enzimatica foi realizada por meio da metodologia da
funcdo de desejabilidade descrita por Derringer; Suich (1980), de modo a obter
maior valor de grau de hidrodlise utilizado o software Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa,
EUA).

2.2.2.3 Hidrélise enzimatica

A hidrélise enzimatica foi realizada em um reator (Marca Sotronic, Modelo ST
50) com agitacdo constante, encamisado e com temperatura controlada (Figura
2.49). Os ensaios foram conduzidos em triplicata de acordo com o0s parametros
estabelecidos no planejamento experimental: temperatura (T), concentracao
enzima/substrato (E/S) e tempo (t) de hidrdlise (Tabela 2.2). Para cada um dos 17
ensaios do planejamento experimental foram utilizados 1 kg de ossos de coxa e
sobrecoxa, provenientes da desossa de frango, para 3L de agua, resultando na
proporcdo de substrato:agua de 1:3 m/v, em pH 7. Em seguida, foi realizado o
aquecimento até a temperatura especifica para cada ensaio, adicionada a enzima
Protamex® de acordo com as propor¢des de cada ensaio e iniciada a contagem do
tempo de hidrélise (Figura 2.4b). Finalizada a hidrélise, foi realizada a inativacdo da
enzima por aquecimento da mistura a 85°C por 15 minutos (Figura 2.4c). Na
sequéncia, os ossos foram descartados e o liquido centrifugado (Figura 2.4d). A
centrifugacdo da fase liquida foi realizada na centrifuga, (Marca ITR Instrumentos
para Laboratérios, Modelo 8BTF) a 3.000 rpm por 20 minutos, sendo essa etapa
fundamental para a separacdo da parte soluvel (hidrolisado) da insolavel
(subproduto) (Figura 2.4e).



Figura 2.4: Etapas da hidrélise enzimatica do coproduto de frango

a)Reator, b) Inicio da hidralise,

c) Final da hidralise. d) Ossos de frango apds hidrolise,

e) Fase solUvel e insolUvel separada na centrifugagio.

Fase soluvel

Fase insoluvel

Fonte: A autora.
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2.2.2.4 Grau de hidrolise

Finalizado o tempo de hidrolise enzimatica, aliquotas de 1 mL de hidrolisado
(fase solavel) foram inativadas pela adicdo de 9 mL de solucdo de &cido
tricloroacético (TCA) 6,5% e deixadas em repouso por 10 minutos para inativacéo
enzimatica. Apos filtracdo em papel qualitativo Whatman n® 40, para remocao do
material insolavel precipitado pelo TCA (Figura 2.5). Foi determinado o teor de
proteinas sollveis no filtrado pelo o método de Folin-Lowry, expresso em mg de
albumina descrito por Lowry et al. (1951). As leituras das amostras foram realizadas

em espectrofotdbmetro UV/Vis (Marca Pré-Anélise, Modelo V-1200) a 650 nm.

Figura 2.5: Hidrolisado proteico antes e ap0s a aplicacdo do TCA

Fonte: A autora.
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O grau de hidrolise (GH%) foi estimado segundo o método descrito por
Hoyle e Marrit (1994) e por Baek e Cadwallader (1995), sendo expresso como a
porcentagem de proteinas solaveis no TCA em relacdo a quantidade de proteina

inicial total, e calculado segundo a Equacéo (2.2):

GH (%) = Proteina soluvel em TCA * 100

Proteina total da amostra

Equacéo (2.2)

A proteina total da amostra foi determinada pelo método de Kjeldahl, com fator de
conversado de 6,5, de acordo com a metodologia oficial do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 1999).

2.2.2.5 Andlises fisico-quimicas

2.2.2.5.1 Composigéo centesimal

Foi avaliada a composicao centesimal do coproduto de frango e do hidrolisado
proteico. As seguintes determinacdes foram realizadas: umidade pelo método de
gravimétrico a 105°C, cinzas pelo método de incineracdo em mufla a 550°C,
proteinas pelo método de Kjeldahl (fator de conversao 6,5) e lipidios pelo método de
Soxhlet (AOAC, 1995).

2.2.2.5.2 Aminoacidos totais

Inicialmente, as amostras sofreram hidrolise acida com HCI 6 N/fenol 0,1%, a
110°C por 20 horas, de acordo com método Pico-Tag descrito por White, Hart e Fry
(1986). Em seguida, realizou-se a derivatizagdo das amostras com 20 mL de
solucdo de etanol: agua: trietilamina: fenilisotiocianato (7:1:1:1, v/v) por 20 minutos a

temperatura ambiente. Apds a derivatizagdo na pré-coluna, os aminoacidos foram
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identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em coluna de fase

reversa, Anexo 1, (modelo PCX 3100, Pickering Laboratories, Mountain View, EUA).

O conteudo de triptofano foi determinado apds a hidrélise enzimatica das
amostras com pronase a 40°C durante 24 horas, seguida de reacdo colorimétrica
com solucéo de p-metilamino benzaldeido, em &cido sulfarico 21,2 N, a temperatura
ambiente por 6 horas. A leitura foi realizada a 590 nm utilizando um
espectrofotometro (Bechman Coulter, modelo DU640, Fullerton, EUA) e a
quantificacdo do aminoacido feita com base em uma curva padrdo de triptofano,
Anexo 1, (SPIES, 1967).

2.2.2.5.3 Peffil eletroforético

O perfil de massa molecular foi obtido utilizando-se a técnica de eletroforese.
O coproduto da desossa de frango foi preparado na concentracdo de 4 mg/mL de
proteina em tampdao redutor (com B-mercaptoetanol) e o hidrolisado na concentracao
de 10 mg/mL no mesmo tampdo. Foram utilizados 2 sistemas diferentes para

resolucao das fracdes protéicas.

Sistema | (sistema SDS-PAGE): gel de resolucédo (gradiente de 8-17,5% de
acrilamida) e gel de empilhamento com 4%, segundo metodologia descrita por
LAEMMLI (1970). Corrida em 120 V utilizando gel com 1,5 mm de espessura. Nesse
sistema, foi utilizado padrdo da Bio-Rad (16-0375) com as seguintes fracdes
protéicas (kDa): 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10. O padrao foi identificado
por P1.

Sistema |l (sistema SDS-PAGE-Tricina): gel de resolugdo com 16% de
acrilamida (16%T; 3%C), gel espacador com 10% de acrilamida e gel de
empilhamento com 4% de acrilamida, segundo metodologia descrita por
SCHAGGER e JAGOW (1987). A corrida foi realizada em 75 V utilizando gel com
1,5 mm de espessura. Nesse sistema, foi utilizado padrédo Bio Rad (161-0326),
contendo as seguintes fracdes protéicas: triosefosfato isomerase (26.625 Da),
mioglobina (16.950 Da), a-lactalbumina (14.437 Da), aprotinina (6.512 Da), insulina
cadeia B (3.496 Da) e bacitracina (1.423 Da). O padrao foi identificado por P2.
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2.2.2.5.4 Andlise estatistica

Para os resultados das andlises centesimais e a diferenca entre o valor tedrico
e o0 valor experimental otimizado foram calculadas a média, desvio padrdo e o teste
de diferenca de médias de duas amostras por meio do t-Student utilizando o

programa computacional Action 2.7 da Microsoft Excel® (Michosoft Co.)

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Hidrélise enzimatica

2.3.1.1 Planejamento experimental

Os valores obtidos para o grau de hidrolise utilizando o coproduto da desossa
de frango como substrato para a hidrolise enzimatica estdo apresentados na Tabela
2.3. Os dados experimentais foram obtidos aplicando 17 combinacdes diferentes das
seguintes variaveis independentes: temperatura, enzima:substrato e tempo. O grau
de hidrélise médio variou entre 2,29% + 0,39 e 24,21% * 0,22. Os pontos centrais
apresentaram uma variacdo pequena, indicando uma boa repetibilidade do

processo.

Oliveira; Franzen e Terra (2014) avaliaram o grau de hidrdlise utilizando trés
enzimas diferentes na hidrélise enzimatica de CMS (carne mecanicamente
separada) de frango. No final da hidrélise (120 minutos), foram observados valores
de 66%, 29% e 61% de grau de hidrélise para papaina, Flavourzyme e Protamex®,
respectivamente. De acordo com 0s autores, 0s niveis elevados de grau de hidrélise
para Papaina e Protamex® sugerem que estas tém maior afinidade pelo substrato e,

portanto, sdo mais eficientes que a Flavourzyme.
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Tabela 2.3: Valores codificados e reais das variaveis independentes para os ensaios de hidrolise
enzimatica e grau de hidrélise como variavel independente

Variaveis Variavel

. independentes dependente

Ensaio Cadificado Real
T(C) EIS(%) t(min) T (°C) E/S (%) t(min) GH (%)

1 -1 -1 -1 40 1 60 3,72 £ 0,20
2 -1 -1 1 40 1 120 4,33+0,15
3 -1 1 -1 40 5 60 8,44 + 0,14
4 -1 1 1 40 5 120 10,25 £ 0,22
5 1 -1 -1 60 1 60 2,29+ 0,39
6 1 -1 1 60 1 120 3,57+ 0,20
7 1 1 -1 60 5 60 7,64 0,11
8 1 1 1 60 5 120 8,93+0,13
9 -1,68 0 0 33,2 3 90 3,01 £0,15
10 1,68 0 0 66,8 3 90 5,80 + 0,08
11 0 -0,79 0 50 0,36 90 4,37 £ 0,09
12 0 1,68 0 50 6,36 90 24,21 + 0,22
13 0 0 -1,68 50 3 39,6 12,02 + 0,09
14 0 0 1,68 50 3 140,4 20,25 + 0,06
15 0 0 0 50 3 90 16,89 £ 0,34
16 0 0 0 50 3 90 16,57 £ 0,45
17 0 0 0 50 3 90 16,14 £ 0,24

T: Temperatura em °C. E/S: relagéo enzima/substrato em %. T: tempo em minutos.

Schmidt e Salas-Mellado (2009) estudaram a influéncia da acdo das enzimas
Alcalase e Flavourzyme no grau de hidrélise das proteinas de peito e coxa de
frango. Segundo os autores, ao utilizar a enzima Alcalase, o grau de hidrélise
apresentou uma variacdo de 20, 93 a 57,42% para o peito de frango e de 18,62 a
38,79% para coxa de frango. Os valores obtidos para o grau de hidrdlise utilizando a
enzima Flavourzyme em peito de frango variaram de 17,22 a 40,47% e de 8,30 a
22,54% com a coxa de frango. Os autores constataram que quando se utilizou coxa
de frango como substrato obtiveram-se, na maioria dos ensaios com Alcalase,
valores menores de grau de hidrolise quando comparados aos hidrolisados de peito.
JA para a Flavourzyme, todos o0s ensaios realizados com coxa de frango
apresentaram valores menores de grau de hidrolise do que com peito de frango,
verificando uma diferenca bem mais acentuada do que a observada nos ensaios

com alcalase.
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Os valores de grau de hidrélise obtidos no trabalho s&o inferiores aos

descritos na literatura, porém, isso € absolutamente compreensivel por tratar-se de

um coproduto da desossa de frango. Entretanto, os estudos similares encontrados

na literatura, geralmente, realizam a moagem e homogeneizacdo das amostras,

aumentando a superficie de contato do substrato com a enzima. Porém, a hidrolise

enzimatica foi conduzida com os residuos de carne da coxa e sobrecoxa aderidos

aos 0ssos para simular um processo industrial, passando direto para etapa de

hidrélise enzimatica, evitando o processo de moagem que poderia gerar mais custos

para as industrias.

Os efeitos da temperatura, relacdo de enzima:substrato e do tempo de

hidrolise enzimatica sobre o grau de hidrélise e os parametros estatisticos do

modelo sdo apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Efeitos da Temperatura (T), Concentragdo de (E/S) e Tempo (t) para o grau de hidrélise

(GH) de coproduto de frango.

EFatores Coeficiente de Erro t-valor p-valor -95% 95%
regressao padrédo confianca confianga

T (°C) (L) 5,22 0,11 47,04  <0,001 4,75 5,70
T (°C) (Q) -0,05 0,001 -47,21 <0,001 -0,06 -0,05
E/S (%) (L) 5,64 0,21 26,73 0,001 4,73 6,55
E/S (%) (Q) -0,57 0,03 -17,65 0,003 -0,71 -0,43
t (min) (L) 0,26 0,02 11,56 0,007 0,16 0,35
t (min) (Q) -0,001 <0,001 -9,62 0,01 -0,002 -0,001
R’ 0,7964
R? ajustado 0,6743
p valor (modelo) <0,001
p valor (normalidade dos 0,75
residuos)

Um modelo polinomial de segunda ordem foi proposto para explicar o grau de

hidrélise (GH) segundo a Equacéo 2.3:

GH (%) -13960 +522xT—0,05xT>+ 564 x ES - 0,57 x ES* + 026 x t— 0,001 x t*

Equacéo (2.3)



56

onde o GH é o grau de hidrélise em %, T é a temperatura em °C, ES é a

concentracdo de enzima:substrato em % e t € o tempo em minutos.

O modelo ajustado foi significativo (p-valor = <0,001) e o coeficiente de
determinacdo R? foi de 0,7964 e o R? ajustado foi de 0,6743 para o grau de hidrélise,
indicando que o modelo ajustado explica 67,43% do total de variagdo. Utilizando a
andlise de variancia, a significancia e adequacdo do modelo da superficie de
resposta (Tabela 2.4) puderam ser avaliados, e para todos 0s casos, o0s valores de p
menores 0,05 foram atingidos, o que indica que a equacdo matematica proposta
para explicar cada variavel resposta foi satisfatoria. Além disso, o valor de R? foi
>60% e de acordo com Granato et. al. (2014) esse valor significa que a maior parte
da variabilidade nos dados experimentais poderia ser explicado pelo modelo

matematico de segunda ordem.

De um ponto de vista pratico, valores elevados R?> nem sempre sao faceis de
ser obtidos quando uma reacdo bioguimica deve encaixar-se em uma equacao
matematica, uma vez que um modelo mais robusto € necessario ou mesmo nenhum
modelo € possivel para certas respostas. A ideia principal da regressdo multipla
obtida pela metodologia de superficie de resposta € comprimir os dados em uma
equacao que relaciona os fatores independentes (temperatura, E/S e tempo, por
exemplo) em uma maneira de explicar de forma abrangente os fendmenos sob
investigagcdo, para tentar explicar o maximo de informacdo possivel e testar a
adequacdo desses modelos preditivos para utilizar em futuras aplicacdes
(GRANATO et. al., 2014).

As Figuras 2.6 (a; b) mostram as superficies de resposta e graficos de
contorno gerados pelo modelo proposto. Os graficos expressam a interacao entre as
duas variaveis independentes, onde a terceira variavel foi mantida no ponto central.
Os graficos de contorno servem para definir a melhor regido de maximo grau de

hidrélise.

Na Figura 2.6 (a) observa-se que ha uma tendéncia quadratica entre a

temperatura e a variavel dependente, com aumento no grau de hidrélise até 50°C.
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Em temperaturas mais elevadas, foi possivel verificar um decréscimo no grau de
hidrolise. De acordo com Kurozawa; Park; Hubinger (2008) isso pode ter ocorrido
devido a desnaturacdo térmica da estrutura da protease, reduzindo a sua atividade
enzimatica. Comportamento semelhante foi observado para hidrélise enzimatica com
outras fontes de proteina alimentar, tais como, em peito de frango aplicando a
enzima Alcalase® (Kurozawa; Park; Hubinger 2008), em salmé&o aplicando a enzima
Protamex® (Liaset, et. al 2002) e em mexilhdo aplicando a enzima Protamex® (Silva;
Park e Hubinger 2010).

Em relagdo a concentragdo de enzima:substrato, foi observado um efeito
positivo para o grau de hidrolise Figura 2.6 (a). Aumentando a concentracdo de
enzima, ocorreu um aumento no grau de hidrolise. Segundo Kurozawa; Park e
Hubinger (2008) com uma concentracdo de enzimas maior havia mais sitios ativos
disponiveis para hidrolisar o substrato, resultando em maior clivagem das ligacdes
peptidicas e, consequentemente, maior dissolucao das proteinas.

No Figura 2.6 (b) foi possivel analisar que quanto maior o tempo de hidrolise
enzimatica, maior foi o grau de hidrélise obtido. Entretanto, Oliveira; Franzen e Terra
(2014) realizaram a hidrolise enzimética com as enzimas papaina, Flavouryzyme e
Protamex® em CMS (carne mecanicamente separada) de frango e verificaram que
para as enzimas Flavouryzyme e Protamex® ndo houve aumento significativo do

grau de hidrélise ap6s 45 minutos de hidrélise enzimatica.
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Figura 2.6: Superficie de resposta e graficos de contorno para o grau de hidrélise em funcao da
concentracao de enzima/substrato (E/S) e temperatura (T) (a) e do tempo (t) e da temperatura (T) (b).
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2.3.1.2 Otimizacao

A otimizacdo do grau de hidrélise foi conduzida por meio da fungéo
desejabilidade. O valor teodrico do ponto 6timo para a variavel dependente, grau de
hidrolise (GH), foi de 24,21%. As condi¢cdes operacionais que levariam ao 6timo da
resposta foram temperatura (T) de 50°C, concentragcédo de enzima/substrato (E/S) de
4,96% e tempo (t) de 110,16 minutos, Figura 2.7.

Figura 2.7: Otimizacéo do grau de hidrélise de coproduto da desossa de frango

T(®C) E/S (%) t (min} Desirability
30.000 X
] =
=
(o]
19.155
[a] —
a4 2
Le IE
T o
0.’ g
I (o]
. o
5,000 b sl s sl s s b
[T T T AT YT NI NI T T NI TN AT T T LLLRLLLLIL LR LA LR UL L LR L LR L LR LR
TBYBT f - ncn - - aruimy
' z
£
E
m
(1]
(]

33.2 50. 6648 .36 4.96 636 396 140.4
110.16

O teste de validagédo foi realizado para verificar a adequagdo do modelo
proposto (Tabela 2.5). De acordo com o modelo, o resultado preditivo para o grau de
hidrolise foi de 24,21% * 0,22, proximo ao resultado experimental de 22,92% + 0,34.
O erro absoluto (Equacédo 2.4) foi de 5,33% para o grau de hidrdlise e esse valor
deve estar abaixo de 10%, portanto, 0 modelo pode ser utilizado para fins preditivos.
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Erro absoluto (%) = (Valor experimental - Valor tedrico) * 100
Valor teorico

Equacao (2.4)

Tabela 2.5: Resultados tedrico e experimental obtidos nas condi¢c8es otimizadas para o grau de
hidrélise

Variaveis de resposta Resultado teérico (%) Resultado experimental (%)
média + d.p* média + d.p*
Grau de hidrolise (GH) 24,21%+ 0,22 22,92%+ 0,34
p-valor 0,07
Erro absoluto (%) 5,33%

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste t-Student (p<0,05).
*d.p = desvio padrao.

Na literatura podemos encontrar resultados similares. Silva; Park e Hubinger
(2010) avaliaram a hidrélise enzimatica de mexilh&o utilizando a enzima Protamex®.
A relacéo da temperatura (46 a 64 °C), relacdo de enzima:substrato (0,48 a 5,52%) e
pH (6,7 a 8,3) foram avaliados. As condi¢cbes Otimas para a hidrolise enzimética
obtidas pela metodologia de superficie de resposta foram temperatura 51 °C, relacdo
de enzima e substrato 4,5% e pH 6,85. Os autores realizaram o teste de validacéo
experimental para determinar a adequacdo do método proposto. De acordo com 0s
autores o modelo, os resultados preditivos para o grau de hidrélise e recuperacao de
proteina foram de 26,5% e 65%, respectivamente, proximo ao resultado
experimental de 28,3% e 64,4%, com um erro relativo de 6,6% e 0,9% para o grau

de hidrdlise e recuperacao de proteina.

No estudo conduzido por Kurozawa; Park e Hubinger (2008) foi realizada a
hidrélise enziméatica de peito de frango aplicando a protease Alcalase®. Foram
avaliadas a influéncia da temperatura (43 a 77°C), a relacdo de enzima e substrato
(0,8% a 4,2%) e pH (7,16 a 8,84) sobre as respostas de grau de hidrolise e

recuperacdo de proteina. A hidrolise enzimatica foi otimizada para obter o maximo
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grau de hidrélise e recuperacdo de proteina utilizando a metodologia de superficie
de resposta. As condicbes 6timas determinadas foram: temperatura 52,5 °C, relacéo
enzima:substrato 4,2% e pH 8,0. De acordo com o modelo, o resultado preditivo
para as condicdes otimas foram de 33,8% e 94,4%, para o grau de hidrolise e
recuperacdo de proteina, respectivamente, proximo ao resultado experimental de
31% e 91%. Apresentou um erro relativo de 8,7% e 3,7% para o grau de hidrolise e

recuperacao de proteina, respectivamente.

2.3.2 Andlises fisico-quimicas

2.3.2.1 Composicgéo centesimal

Os resultados da caracterizacdo centesimal do coproduto da desossa de

frango e do hidrolisado proteico otimizado estéo apresentados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6: Composicao centesimal do coproduto de frango e do hidrolisado proteico

Analise Coproduto de frango bu* (%) Hidrolisado proteico bu* (%)

média + d.p** média + d.p**
Umidade 72,13% +1,11 92,73 + 0,34
Proteina 15,06% + 0,56 5,32° + 0,40
Lipidios 10,20 + 0,31 1,11° + 0,12
Cinzas 0,94% + 0,24 0,77°+0,11

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste t-Student (P<0,05).
*b.u = base Umida. **d.p = desvio padréo.

Na caracterizacdo centesimal do coproduto da desossa de frango foi
verificado que o teor de lipidios foi de 10,20%. De acordo com Schmidt e Salas-
Mellado (2009) o maior teor de lipidios, pode ter dificultando a acdo da enzima sobre

as proteinas.

Comportamento similar foi observado no estudo realizado por Slyzyte et. al
(2005) que avaliaram a composicdo de diferentes fracbes obtidas apods hidrélise
enzimatica de coprodutos de bacalhau (Gadus morhua) aplicando as enzimas
Flavourzyme e Neutrase. Os autores observaram que uma matéria-prima que
contém elevada quantidade de lipidios resultava em um hidrolisado com menor
guantidade de proteina solubilizada. Segundo os autores a quantidade de lipidios na

matéria-prima influencia o processo de hidrolise enzimatica, pois uma quantidade
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alta poderia formar complexos proteina/lipidio, tornando-se mais resistente ao
processo de hidrélise enzimatica. Portanto, tratando-se de um coproduto de frango

os resultados para o grau de hidrolise foram adequados.

Schmidt e Salas-Mellado (2008) ao avaliarem a composicdo centesimal de
coxa de frango obtiveram 16,82% para proteina, lipidios 3,34%, cinzas 0,90% e
umidade 77,56%. Os valores obtidos para a composicdo centesimal para o
coproduto de frango correspondem aos valores encontrados na literatura, exceto
para os teores de proteinas e lipidios. Provavelmente esse resultado € devido a
caracteristica do coproduto de frango utilizado, tendo em vista que a quantidade de
carne aderida nos ossos é reduzida, logo as proporcdes de proteinas e lipidios

podem variar, quando comparado com a carne de coxa e sobrecoxa de frango.

Em relacdo aos resultados obtidos para o hidrolisado proteico foi possivel
observar que o teor de umidade foi de 92,73 e o0 aumento na umidade
provavelmente ocorreu pela adicdo de agua para efetuar a hidrélise enzimatica.
Quanto ao teor de proteina foi obtido 5,32% para o hidrolisado proteico, tendo em
vista que € o valor obtido ap6s a centrifugacao, ou seja, da parte soltvel.

O teor médio de lipidios totais foi de 1,11%, valor menor ao do coproduto de
frango que apresentou 10,20%. De acordo com Kurozawa; Park; Hubinger (2009) o
teor de lipidios no hidrolisado pode ter sido menor devido a etapa de centrifugacéo
apos a reacdo enzimatica, auxiliando na diminuicdo desse componente. Essa
reducdo pode contribuir substancialmente para a minimizagdo da taxa de oxidagao
lipidica, e, consequentemente, na manutencdo da estabilidade e da qualidade

sensorial do produto.

Resultados similares foram obtidos no estudo realizado por Kurozawa; Park;
Hubinger (2009) que elaboraram um hidrolisado protéico a partir de peito de frango
utilizando a enzima Alcalase, a caracterizacdo centesimal do hidrolisado proteico
desenvolvido pelos autores apresentou teores de umidade, proteina, lipidios e
cinzas de 91,32%, 7,05%, 0,08% e 0,68%, respectivamente.

Diante do exposto, tratando-se de um coproduto gerado durante a desossa de

frango nos frigorificos, os resultados obtidos na composicdo centesimal para a
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matéria-prima e para o hidrolisado proteico foram satisfatorios. Esses resultados
comprovam que essa matéria-prima apresenta um elevado teor de proteina e pode
ser utilizada para obtencdo de hidrolisado proteico, podendo dessa forma, agregar
valor ao coproduto da desossa de frango e aumentar a competitividade das

indUstrias.

2.3.2.2 Aminoacidos totais

Os resultados da composicdo de aminoacidos totais do coproduto da desossa
de frango e do hidrolisado proteico otimizado podem ser visualizados na Tabela 2.7.
Foram observadas variacbes na composicdo de aminoacidos do coproduto de
frango em relagcdo ao hidrolisado proteico. Esse resultado pode ser decorrente da
distribuicdo variavel dos aminoacidos entre o hidrolisado e o residuo proteico
insolivel (NEVES, MIRA E MARQUES, 2004). A inativacdo enzimatica realizada ao
final do processo de hidrélise por meio de tratamento térmico também pode ter
contribuido para a variagdo dos aminoacidos (NETTO E GALEAZZI, 1998).

Tabela 2.7: Composicao de aminoacidos totais (g/100g de proteina) do coproduto de frango e do
hidrolisado proteico

Aminoacidos Coproduto de Hidrolisado FAO/WHO
totais frango proteico (2007)*

Nao essenciais
Alanina 3,94 2,50
Aspargina 6,81 5,58
Glutamina 11,05 10,26
Arginina 4,70 1,54
Acido aspartico 5,72 5,10
Cisteina 0,62 0,43
Acido glutamico 6,77 6,02
Glicina 3,67 2,22
Prolina 3,26 3,12
Serina 2,95 1,13
Tirosina 1,76 1,69
Essenciais
Histidina 2,52 1,73 1,5
Isoleucina 3,60 3,29 3,0
Leucina 5,45 5,27 5,9
Lisina 6,23 577 45
Metionina 2,00 2,63 2,2
Fenilalanina 2,91 1,47 3.8
Treonina 3,34 2,87 2,3
Triptofano 0,92 0,68 0,6
Valina 3,46 2,53 3,9

* Referéncia FAO/WHO (2007) padrdo de aminoacidos essenciais para adultos.
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O perfil de aminoé&cidos essenciais do coproduto de frango e do hidrolisado
proteico atende as recomendagOes estabelecidas pela FAO (Food and Agriculture
Organization) / WHO (World Health Organization) em 2007, exceto para leucina,
fenilalanina e valina. De acordo com Neves, Mira e Marques (2004) a reducao na
concentracéo de fenilalanina pode ser benéfica, quando o objetivo for a obtencao de
um hidrolisado para pacientes fenilcetonuricos.

De acordo com o perfil de aminoacidos totais, € possivel afirmar que o
hidrolisado proteico obtido por meio da hidrélise enzimatica de coproduto de frango,
aplicando a enzima Protamex® é uma boa fonte de aminoéacidos, podendo ser
aplicado na suplementacdo proteica de alimentos, além de agregar valor ao

coproduto de frango.

2.3.2.3 Perfil eletroforético

O perfil de massa molecular foi determinado por eletroforese em 2 sistemas,
Figura 2.8 (a) Sistema SDS-PAGE e (b) Sistema SDS-PAGE-Tricina. Foi possivel
observar que fragdes protéicas presentes no coproduto de frango, principalmente na
faixa de 200 kDa e 45 kDa, ndo aparecem no hidrolisado (Figura 2.8a). Na Figura
2.9b é possivel observar que o hidrolisado apresenta maior concentracédo de fracdes
proteicas entre 14,437 kDa e 3,496 kDa.

Kurozawa; Park; Hubinger (2008), obtiveram peso molecular abaixo de 6,5
kDa para um hidrolisado elaborado a partir de peito de frango aplicando a enzima
alcalase, semelhante ao resultado obtido no presente trabalho para o hidrolisado de

coproduto de frango.
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Figura 2.8: Perfil eletroforético em gel do coproduto de frango e do hidrolisado proteico

Sistema SDS-PAGE Sistema SDS-PAGE-Tricina

M. Mol. (kDa) M. Mol. (kDa)

26625

16.950

14437
20

15 6.512

10

349

Al A2 P1 P2 Al A2

a)Perfil eletroforético em gel gradiente 8-17,5%(sistema SDS-PAGE). P1 — padrao; coproduto de
frango - A1, hidrolisado proteico — A2.

b)Perfil eletroforético em gel 16% (sistema SDS-PAGE-Tricina). P2 — padréo; coproduto de frango
- Al, hidrolisado proteico — A2.

Segundo Mahmoud (1994), os hidrolisados proteicos, geralmente, sao
aplicados para pessoas que ndo conseguem digerir a proteina nativa. Aplicagéo dos
hidrolisados varia em fungéo da distribuicdo do peso molecular dos peptidios. Assim,
peptidios com pesos moleculares entre 5 e 20 kDa sé&o utilizados, geralmente, como
fontes de nitrogénio, em alimentos para fins especiais e suplementos alimentares
para adultos. Ja peptidios com pesos moleculares menores que 5 kDa séo oriundos
de proteinas altamente hidrolisadas sendo frequentemente utilizados em
formulacdes hipoalergénicas.

Portanto, de acordo com o perfil eletroforético o hidrolisado desenvolvido a
partir de coproduto da desossa de frango pode ser aplicado como fontes de
nitrogénio em alimentos para fins especiais e suplementos alimentares para adultos,

bem como em formulagdes hipoalergénicas.
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2.4 CONCLUSAO

Os resultados para composicao centesimal do coproduto da desossa de
frango e do hidrolisado proteico foram satisfatérios. A matéria-prima

apresenta um elevado teor de proteina para obtencéo de hidrolisado.

As variaveis independentes tiveram influéncia sobre a hidrolise enzimatica de

coproduto da desossa de frango.

Foi possivel otimizar o hidrolisado, sendo que as condi¢cdes Gtimas para a
hidrolise enzimatica foram temperatura de 50°C, relacdo enzima:substrato de
4,96% e tempo de 110,16 minutos, nessas condi¢cdes o grau de hidrélise foi
de 22,92% + 0,34.

O hidrolisado proteico € fonte de aminoécidos essenciais, atendendo as
recomendacdes estabelecidas pela FAO/WHO exceto para leucina,

fenilalanina e valina.

O hidrolisado apresentou maior concentracdo de fracdes proteicas entre
14,437 kDa e 3,496 kDa.

v'O hidrolisado proteico de coproduto da desossa de frango tem potencial para

suplementacdo em alimento, dessa forma, agregar valor e aumentar a

competitividade dos frigorificos.
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CAPITULO 3: HAMBURGUER DE FRANGO COM ADICAO DO HIDROLISADO
PROTEICO: CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA, MICROBIOLOGICA E
SENSORIAL
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RESUMO

Os hidrolisados proteicos podem ser adicionados em uma ampla variedade de
alimentos, conferindo suplementagédo nutricional, melhoria nas propriedades
funcionais do produto e aumento da digestibilidade devido a disponibilidade dos
aminoacidos essenciais. Nos frigorificos de frango sdo gerados muitos coprodutos,
por exemplo, penas, 0Ss0S, sangue e visceras, e, geralmente, sdo destinadas para
racao animal, contudo, com baixo valor agregado. Os residuos de carne aderidos
aos 0ssos obtidos da desossa de frango possuem um alto teor de proteina que
podem ser utilizados como substrato para hidrélise enzimatica. Neste sentido, o
objetivo do trabalho foi suplementar uma formulacdo de hamburguer de frango com
hidrolisado proteico, obtido a partir de hidrélise enzimética de coproduto da desossa
de frango. Foram elaboradas duas formulagcfes, hamburguer controle (sem adi¢édo
de hidrolisado proteico) e hamburguer com hidrolisado (com adicdo de 8% de
hidrolisado proteico). Os hamburgueres de frango foram avaliados em termos de
analises fisico-quimicas, andlises microbioldgicas e analise sensorial. Os resultados
obtidos para a andlise microbiolégica e analises fisico-quimicas do hamburguer
controle e do hambuarguer com hidrolisado, estdo de acordo com o0s respectivos
padrées estabelecidos pela legislacdo vigente. O hambuarguer com hidrolisado
apresentou 6% mais proteina do que o hambuarguer controle, conferindo uma
suplementacao proteica ao produto desenvolvido. Em relacdo a analise sensorial
para o atributo sabor, os avaliadores preferiram o hamburguer com hidrolisado
proteico. O hamburguer com hidrolisado proteico e o hamburguer controle obtiveram
84,2% e 81,8% de aceitacdo geral, respectivamente. A intencdo de compra para o
hamburguer com adicdo de hidrolisado proteico foi de 76,4% e para o hamburguer
controle foi de 67%. Dessa maneira, foi possivel concluir que o hidrolisado proteico
obtido a partir de coproduto da desossa de frango € uma excelente alternativa para
realizar a suplementacdo em alimentos.

Palavras-chave: Coproduto; Hamburguer de frango; Desenvolvimento de produtos.
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ABSTRACT

The protein hydrolysates may be added in a wide variety of foods, providing
nutritional supplementation, to improve the functional properties of the product and
increase the digestibility because of the availability of essential amino acids. In
chicken slaughterhouses are generated many co-products, for example, feathers,
bones, blood and guts, and generally are intended for animal feed, however, with low
added value. The bones obtained from chicken debones have a high protein content
that can be used as substrate for enzymatic hydrolysis. In this sense, the aim was to
supplement a chicken burger formulation with protein hydrolyzate, obtained from
enzymatic hydrolysis of co-product of chicken bones. Were prepared two
formulations, burger control (without addition of protein hydrolyzate) and burger with
hydrolyzed (with addition of 8% of protein hydrolyzate). The chicken burgers were
evaluated in terms of physical-chemical, microbiological and sensory analysis. The
results obtained for microbiological analysis and physical-chemical analysis of the
burger control and burger with hydrolyzed, are in accordance with the respective
standards set by law. The burger with hydrolyzate showed 1.02% more protein than
the burger control, giving a protein supplementation to the product developed. In the
sensorial analysis for flavor attribute evaluators preferred the burger with protein
hydrolyzate. The burger with protein hydrolyzate and the burger control achieved
84.2% and 81.8% of general acceptance, respectively. The intention to buy for the
burger with added protein hydrolyzate was 76.4% and for the burger control was
67%. Thus, it was concluded that the protein hydrolyzate obtained from chicken
bones of the co-product is an excellent alternative to perform supplementation in
food.

Keywords: co-product; Chicken burger; Product development.
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3.1 INTRODUCAO

Os hidrolisados proteicos servem como suplemento nutricional, sendo
adicionados em biscoitos e produtos tipo hambdrguer, nuggets, entre outros.
Também podem ser utilizados em dietas para pessoas com problemas de digestao
ou de ma-absorcdo de proteinas, gracas a sua elevada digestibilidade e
disponibilidade dos aminoacidos essenciais (SGARBIERI, 1996).

De acordo com Furlan; Oetterer (2002) os hidrolisados proteicos de carne sé&o
utilizados tanto para modificar propriedades funcionais de alimentos, quanto como
fonte de pequenos peptideos e aminoacidos. As preparagfes ricas em pequenos
peptideos, especialmente di- e tripeptideos, provenientes da hidrélise parcial de
proteinas, possuem maior valor nutricional e uma absorcdo gastrointestinal mais
eficiente quando comparados a proteina intacta e aminoécidos livres (BHASKAR et
al. 2007).

Neste contexto, o trabalho apresenta a suplementacdo de hambuarguer de
frango com hidrolisado proteico, obtido a partir de hidrolise enzimatica de coproduto
da desossa de frango. Os hamburgueres foram avaliados em termos de anélises

fisico-quimicas, analises microbiologicas e analise sensorial.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

As sobrecoxas sem 0sso e sem pele de frango, utilizadas para a elaboracéo
de hambdarguer, foram adquiridas em uma distribuidora de carnes localizada em
Chapec6-SC, armazenadas em camara de congelamento a -18°C. O hidrolisado

proteico de frango foi elaborado conforme descrito no Capitulo 2.
3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Formulag¢édo do hamburguer

Foram elaboradas duas formulacdes de hamburguer de frango, a amostra
controle (sem adicdo de hidrolisado proteico) e a amostra teste com adi¢cdo de 8%
de hidrolisado proteico, Tabela 3.1. A quantidade de sobrecoxa de frango e os
demais ingredientes do hambuarguer foram mantidos nas mesmas concentracdes

para as duas formulagdes.

Tabela 3.1: Formulacdes dos hamburgueres de frango

Ingredientes Amostra Amostra com hidrolisado
controle (%) proteico (%)

Sobrecoxa de frango 82,5 82,5
Agua/gelo 8,0 -

Hidrolisado proteico - 8,0
Proteina texturizada de soja 2,0 2,0
NacCl 1,5 1,5
Eritorbato de sodio 0,2 0,2
Glutamato monossaédico 1,7 1,7
Fosfato de sodio 0,5 0,5
Alho em pé 0,2 0,2
Cebola em pé 3,3 3,3

Pimenta branca 0,1 0,1
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3.2.2.2 Fluxograma de elaboracédo do hamburguer de frango

No fluxograma a seguir podem ser visualizadas as etapas de elaboragao do

hamburguer de frango, Figura 3.1.

Figura 3.1: Fluxograma de elaborac¢@o do hamburguer de frango

Materia-prima

Adicdo e homogeneizagio
dos ingredientes

Moldagem

Embalagem

Congelamentos

Armazenamento

As sobrecoxas de frango sem o0sso e sem pele foram previamente
descongeladas em camara de resfriamento a 7°C por 24 horas e cortadas em cubos
com auxilio de facas, Figura 3.2a. Em seguida a carne foi moida em moedor (Marca
Tormafril), equipado com disco de 6 mm de didmetro, Figura 3.2b. Para as duas
formulacbes foram realizadas as pesagens dos ingredientes conforme as
concentracfes descritas anteriormente, Figura 3.2c. A proteina texturizada de soja
foi hidratada por 30 minutos, para a amostra controle a hidratagéo foi realizada com
8% de 4gua e para a amostra teste a hidratagéo foi realizada com 8% de hidrolisado
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proteico de frango, Figura 3.2d. Os ingredientes foram misturados por 5 minutos em
misturador. Na sequéncia, os hamburgueres foram modelados no formato
caracteristico, com peso individual de 50 ¢, Figura 3.3. Finalizando, os
hamburgueres foram embalados e congelados em camara de congelamento a -

18°C, até o momento de realizacdo das analises.

Figura 3.2: Etapas da elaboracao dos hamburgueres de frango

a) Sobrecoxa de frango em cubos. b) Sobrecoxa de frango moida.

c) Ingredientes pesados. d) Proteina texturizada de soja hidratada.
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Figura 3.3: Hamburgueres de frango moldados

3.2.2.3 Analise microbiologica

As analises realizadas para as amostras foram: Coliformes a 45°C/g,
Staphylococcus aureus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor a 46°C/g e
Salmonella sp/25 g, de acordo com a RDC n°® 12 da ANVISA que trata sobre o
regulamento técnico sobre os padrdes microbioldgicos para alimentos (BRASIL,
2001). Para a realizagdo das andlises microbiolégicas, foram utilizados os métodos
analiticos oficiais, de acordo com a Instrucdo Normativa n°62, de 26 de agosto de
2003 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003).

3.2.2.4 Andlises fisico - quimicas

As analises realizadas para o hambuarguer de frango com adicdo de
hidrolisado proteico e para a amostra controle foram umidade pelo método de
gravimétrico a 105°C, cinzas pelo método de incineracdo em mufla a 550°C,
proteinas pelo método de Kjeldahl (fator de conversao 6,5), lipidios pelo método de
Soxhlet e carboidratos por diferenca (AOAC, 1995). Dessa forma, foi possivel avaliar
se as formulagfes elaboradas estavam de acordo com a Instrugdo Normativa n°® 20,
de 31 de Julho de 2000 do Ministério da Agricultura que trata sobre os regulamentos
técnicos de identidade e qualidade de hamburguer (BRASIL, 2000).
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3.2.2.5 Analise sensorial

Participaram da avaliagdo sensorial 110 avaliadores, entre alunos,
professores e demais colaboradores da instituicdo, com idade de 18 a 40 anos,

sendo 51% do género masculino e 49% do género feminino.

Os testes sensoriais realizados para o hamburguer de frango com hidrolisado
proteico e para o hamburguer controle foram: o teste de preferéncia por meio da
escala hedonica de 9 pontos (1- desgostei muitissimo e 9 - gostei muitissimo) e o
teste de intencdo de compra com uma escala de 5 pontos (1- certamente eu nao
compraria e 5 certamente eu compraria), de acordo com a metodologia descrita por

Dutcosky (2013). A ficha utilizada na avaliacdo sensorial estd no Anexo 2.

Os hamburgueres foram preparados em chapa untada com 6leo de soja e
previamente aquecida. Os hamburgueres foram aquecidos nos dois lados até que o
atingissem a temperatura interna de 72°C no centro da peca, que € a temperatura de
pasteurizacdo para produtos carneos, em torno de 10 minutos, aproximadamente 5

minutos de cada lado.

As amostras de 25 g foram servidas em pratos descartaveis e codificadas
com nameros de 3 digitos aleatérios. Foi solicitado aos julgadores que provassem as
amostras da esquerda para direita. Foram disponibilizados copos descartaveis com

agua e torradas para os avaliadores consumirem entre uma amostra e outra.

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa numero do CAAE 07802512.1.0000.0105, e

os avaliadores assinaram um termo de consentimento, Anexo 3.

3.2.2.6 Analise estatistica

Para os resultados das analises fisico-quimicas e sensoriais foram calculadas a
média, desvio padrdo e o teste de diferenca de médias de duas amostras por meio
do t-Student utilizando o programa computacional Action 2.7 da Microsoft Excel®
(Michosoft Co.)
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Andlises fisico — quimicas
Os resultados obtidos para a composi¢cao centesimal do hamburguer controle e

do hamburguer com hidrolisado proteico estdo de acordo com o padrao estabelecido
pela legislagcéo vigente (Tabela 3.2). O hamburguer com hidrolisado apresentou 6%

mais proteina do que o hamburguer controle.

Tabela 3.2: Resultados da composicédo centesimal para os hamburgueres

Hamburguer com

Hamburguer controle (%) hidrolisado (%)

Anadlise Padrao** (%)
média + d.p* média + d.p*

Proteina 16,95% + 0,07 17,97°+ 0,13 15 (minimo)

Lipideos 5,52% + 0,47 4,83+ 0,29 23 (méaximo)

Umidade 71,53% £ 0,54 72,11% £ 1,07 -

Cinzas 3,52% + 0,60 3,51%+ 0,30 -

Carboidratos 2,48% + 0,46 1,58%+ 0,38 3 (maximo)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste t-Student (P<0,05).

*d.p = desvio padrao.

**Segundo a Instrucdo Normativa n°® 20, de 31 de Julho de 2000. Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade de almdéndega, de apresuntado, de fiambre, de hambirguer, de kibe, de
presunto cozido e de presunto. Ministério da Agricultura, (BRASIL, 2000).

3.3.2 Andlise microbiolégica

Os resultados obtidos para a analise microbiolégica do hamburguer controle
e do hamburguer com hidrolisado estdo de acordo com o padrédo estabelecido pela
legislacdo vigente, Tabela 3.3. Portanto, os hamburgueres estdo aptos para a

comercializacdo e consumo.
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Tabela 3.3: Resultados da analise microbiolégica do hamburguer controle e hamburguer com
hidrolisado proteico

Hamburguer Hamburguer
Analise g com Padrao*
controle S
hidrolisado
Coliformes a 45°C/g 1,4 x 10° 6,2 x 10° 5 x 10° UFC/g
Staphylococcus aureus coagulase 1x 10° 1x10° 5x 10° UFClg
positiva
Clostridium sulfito redutor a <1,0x 10 <1,0x 10 3x10° UFClg
46°Clg
Salmonella sp/25¢g Auséncia Auséncia Auséncia em 25 g

*Segundo a Resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Regulamento técnico sobre os padrdes
microbiolégicos para alimentos, (BRASIL, 2002).

3.3.3 Analise sensorial

3.3.3.1 Teste de preferéncia

O teste de preferéncia do hambudrguer com hidrolisado proteico e do
hamburguer controle foi realizado pela escala hedbdnica de 9 pontos, no qual foram
avaliados os atributos sabor, textura e impresséo global. Os resultados podem ser

observados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Médias de notas obtidas no teste de preferéncia para hamburguer controle e com
hidrolisado

Amostra Sabor Textura Impresséo Global
Hamburguer 7,51%+ 1,30 7,13%+ 1,41 7,28%+ 1,26
controle

Hamburguer com 7,78% + 0,95 6,99% + 1,44 7,38%+ 1,05
hidrolisado

p-valor 0,08 0,48 0,52

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste t-Student (p<0,05).
1 — Desgostei muitissimo. 2 — Desgostei muito. 3 — Desgostei moderadamente. 4 — Desgostei
ligeiramente. 5 — N&o gostei/nem desgostei. 6 — Gostei ligeiramente. 7 — Gostei moderadamente. 8 —
Gostei muito. 9 — Gostei muitissimo.
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Para todos os atributos sabor (p = 0,08), textura (p = 0,48) e impressao global
(p = 0,52) ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de confianca para as
duas amostras avaliadas. Dessa forma, pode ser um indicativo que os avaliadores

nao perceberam gosto amargo no hamburguer com hidrolisado proteico.

Esse resultado estd de acordo com o fabricante da enzima Protamex®, que
afirma que ao comparar essa enzima com varias outras endoproteases, a
Protamex® produz hidrolisados protéicos ndo amargos, (NOVOZYMES, 2013).
Liaset et al. (2002) estudaram a recuperacdo de nitrogénio na hidrolise enzimatica
dos subprodutos de salméo (Salmo salar, L.) com a protease Protamex®. De acordo
com os autores essa protease foi selecionada para o estudo por produzir um
hidrolisado sem sabor amargo. Porém, os autores ndo realizaram analise sensorial

do hidrolisado obtido para avaliar a presenc¢a ou auséncia de gosto amargo.

O hamburguer com hidrolisado proteico e o hamburguer controle obtiveram
84,2% e 81,8% de aceitacdo geral, respectivamente. De acordo Dutcosky (2013) o
indice de aceitacdo deve ser maior que 75%, portanto, as duas formulacdes foram
aceitas pelos consumidores. Porém, a aceitacdo do hamburguer com hidrolisado
proteico foi maior. Dessa forma, o hidrolisado proteico obtido a partir de coproduto
da dessosa de frango € uma excelente alternativa para realizar a suplementacdo em

alimentos.
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Figura 3.4: Frequéncia de respostas para aceitacédo geral para hamburguer controle e com hidrolisado

45,0
40,0
35,0
30,0
25,0

20,0

Aceitacdo Geral (%)

15,0
10,0
5,0

0,0

42,7

3pmoo P91

B Hamburguer com hidrolisado
16,36 &

13.64 Hambuirguer controle

10,0

Escala Hedonica

1 — Desgostei muitissimo. 2 — Desgostei muito. 3 — Desgostei moderadamente. 4 — Desgostei
ligeiramente. 5 — N&o gostei/nem desgostei. 6 — Gostei ligeiramente. 7 — Gostei moderadamente. 8 —

Gostei muito. 9 — Gostei muitissimo.

3.3.3.2 Intencdo de compra

A intencdo de compra para o hambuarguer com hidrolisado proteico e

hamburguer controle foi realizada por uma escala de 5 pontos, Figura 3.5. A

intencdo de compra para o hamburguer com adi¢cdo de hidrolisado proteico foi de

76,4% e para o hamburguer controle foi de 67%.
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Figura 3.5: Frequéncia de respostas para intencdo de compra de hambirguer controle e com
hidrolisado
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Escala de Pontuacio

1 - Certamente eu ndo compraria. 2 — Provavelmente eu ndo compraria. 3 — Talvez eu
compraria/Talvez eu ndo compraria. 4 — Provavelmente eu compraria. 5 — Certamente eu compraria.
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3.4 CONCLUSAO

v'Os resultados obtidos para a andlise microbiolégica e analise fisico-quimica do
hamburguer controle e do hamburguer com hidrolisado, estdo de acordo com
0s respectivos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente. O hambuarguer
com hidrolisado apresentou 1,02% mais proteina do que o hambuarguer

controle.

v Para todos os atributos sabor, textura e impressao global ndo houve diferenca
significativa ao nivel de 5% de confianca para as duas amostras avaliadas. O
hamburguer com hidrolisado proteico e o hamburguer controle obtiveram
84,2% e 81,8% de aceitacdo geral. A intencdo de compra para o hamburguer
com hidrolisado proteico foi de 76,4% e para o hamburguer controle foi de
67%.

v Diante do exposto, foi possivel concluir que o hidrolisado proteico obtido a
partir de coproduto da desossa de frango é uma alternativa para suplementar

alimentos.
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CONCLUSAO GERAL

v

Foi possivel otimizar o processo de hidrélise enzimética do coproduto da
desossa de frango e verificar que o hidrolisado é uma alternativa para
suplementar alimentos, agregar valor ao coproduto e aumentar a

competitividade dos frigorificos.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v

v

v

Estudar as propriedades funcionais do hidrolisado proteico.
Aplicar o hidrolisado em concentrac¢des variadas em diferentes alimentos.

Avaliar o grau de hidrolise com a utilizacdo de outras enzimas proteoliticas no

coproduto da desossa de frango e calcular os custos de producéo.

Realizar uma avaliacdo sensorial do gosto do hidrolisado proteico com
diferentes graus de hidrélise para avaliar a presenca de residual amargo com

uma equipe de avaliadores treinados ou com a lingua eletrénica.
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Anexo 1: Procedimentos analiticos para amino&cidos totais e triptofano
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Anexo 2: Ficha de avaliacéo sensorial

91



Anexo 3: Comprovante do comité de ética e termo de consentimento
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