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Il Resumo

O emprego de hidrolisados proteicos, oriundos de fontes animais e vegetais,
em formulacées especificas, € uma area de crescente interesse. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver diferentes hidrolisados liofilizados com alto valor proteico,
obtidos a partir da hidrélise enzimatica de carcacas de frango manualmente
desossadas (CMD), um subproduto da indUstria avicola, que normalmente
¢ utilizado para a fabricagdo de carne mecanicamente separada (CMS).
A matéria-prima utilizada foram carcacgas de frango desossadas manualmente
e congeladas (CMD), provenientes de animais abatidos com aproximadamente
42 dias de vida e com peso médio de 2,5 kg, adquiridas em um abatedouro da
regido sul do Brasil. Antes de serem processadas, foram descongeladas sob
temperatura de refrigeracao e cortadas em pedacos menores com faca de ago inox
para facilitar sua homogeneizagcado durante o tempo de hidrélise. Foram utilizadas
trés enzimas comerciais, Papaina®, Flavourzyme® e Protamex®. A hidrélise ocorreu
em banho termostatizado com temperatura, tempo e pH controlados. Foi ealizada
a composicao proximal da matéria-prima e dos hidrolisados liofilizados, atividade
de &gua dos hidrolisados liofilizados e foram feitas as seguintes anélises de
controle da hidrélise: grau de hidrdlise, teores de proteinas, sélidos totais,
cinzas, caracterizagdo de aminoacidos dos hidrolisados, rendimento, percentual
de hidrdlise e cor dos hidrolisados. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia e teste de Tukey para comparacéo de médias. O grau de hidrdlise
maior foi com a Protamex, seguido da Papaina e da Flavourzyme. O teor de
proteinas apods os 120 minutos de hidroélise n&o variou estatisticamente (p>0,05)
entre a Papaina e a Flavourzyme. A composicao de aminoacido demonstra
que o hidrolisado obtido da Papaina possui uma composicao mais proxima da
recomendada pelos 6rgaos de controle. Concluiu-se que os hidrolisados proteicos
obtidos da carcaca manualmente desossada (CMD) de frango apresentaram
alto conteudo proteico, caracterizando-se como matéria-prima promissora na
formulacao de dietas especiais.

Palavras-chave: Carcaca de frango manualmente desossada (CMD),
Hidrolisado proteico, Hidrdlise enzimatica.

B Summary

The use of protein hydrolysates, derived from animal and vegetable
sources, in specific formulations, is an area of growing interest. The goal of this
study was to develop different freeze-dried powder hydrolysates with high protein
value, obtained from the enzymatic hydrolysis of manually deboned chicken
carcasses (MDC), a by-product of the poultry industry which is normally used
in the production of mechanically deboned meat (MDM). The raw material used
was frozen manually deboned chicken carcasses (MDC), obtained from animals
slaughtered at approximately 42 days of age with an average weight of 2.5 kg,
acquired from an abattoir in southern Brazil. Before use, they were thawed under
refrigeration, and cut into smaller pieces with a stainless steel knife for easier mixing
during the hydrolysis time. Three commercial enzymes, Papain®, Flavourzyme® and
Protamex® were used. Hydrolysis occurred in a thermostatic bath with controlled
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temperature, time and pH. The proximal compositions of the raw material and
freeze-dried hydrolysates and the water activity of the freeze-dried hydrolysates
were determined, and the following analyses carried out to control the hydrolysis:
degree of hydrolysis, protein, total solids and ash contents, characterization of
the amino acids in the hydrolysates, yield, percent hydrolysis and colour of the
hydrolysates. The results were evaluated by the analysis of variance and Tukey’s
means comparison test. The degree of hydrolysis was highest with Papain, followed
by Protamex and Flavourzyme and after 120 minutes of hydrolysis the protein
content did not vary significantly (p>0.05) between Papain and Flavourzyme.
The amino acid composition showed that the hydrolysate obtained with papain
had a composition closer to that recommended by the control authorities. It was
concluded that the protein hydrolysates obtained from manually deboned chicken
carcasses (MDC) had a high protein content, characterizing them as a promising
raw material for the formulation of special diets.

Key words: Manually deboned chicken carcass (MDC), Protein hydrolysate;
Enzymatic hydrolysis.

Il 1 Introducao

O crescimento da demanda global de carne
de frango devido ao aumento da renda per capita
da populacdo mundial e da mudanca de héabitos e
preferéncias alimentares dos consumidores impulsiona
as melhorias do processo produtivo visando, além do
aumento da produtividade, produtos de melhor qualidade
(BRASIL, 2011).

Desta forma, a comercializacdo e o consumo de
cortes de carne de frango no Brasil tém aumentado
visivelmente, devido a sua atratividade e praticidade.
Neste contexto, as industrias nacionais processadoras de
carne de frango procuraram se estruturar e se adequar
ao mercado externo. Além disso, a Divisao de Inspecéo
de Produtos de Origem Animal (DIPOA) do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou
normas para padronizar as atividades de corte nos
abatedouros-frigorificos (OLIVO, 2006).

A presenca do Brasil no cenario mundial da
exportacdo da carne de frango justifica-se pela expanséo
das plantas industriais avicolas, pela producado de
cortes especiais, porcdes ou pecas diferenciadas
ao invés do frango inteiro, produtos com alto valor
agregado, produtos congelados, carnes pré-cozidas,
empanados e hamburgueres de frango associados ao
baixo custo de producéo, ocasionado principalmente
pela disponibilidade de matérias-primas indispensaveis
a producao, como o milho e a soja, possibilitam a entrada
do produto brasileiro em novos mercados consumidores
(BELUSSO; HESPANHOL, 2010).

A estrutura éssea final da desossa manual pode
servir de fonte proteica para a obtenc&o de hidrolisados
proteicos, utilizados em formulacdes especificas tais
como produtos alimentares geriatricos, suplementos
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energéticos, dietas para controle de peso ou terapéuticas
ou ainda dietas entéricas (SLIZYTE et al., 2005). A grande
maioria dos hidrolisados utilizados, atualmente, séo
obtidos da caseina e da proteina de soja.

As metodologias mais usuais para a obtencéo dos
hidrolisados proteicos s&o a hidrdlise alcalina, a hidrdlise
enzimatica e a hidrélise acida ou a combinacao de dois
ou mais destes métodos (ADLER-NISSEN, 1986; LAHL;
BRAUN, 1994).

No método enzimatico, o principio basico para
a obtencéo do hidrolisado proteico envolve a quebra
hidrolitica das longas cadeias de moléculas proteicas
pela adicdo de enzimas vegetais ou por proteases
microbianas. A catalise enzimatica possui beneficios,
como 0 aumento da qualidade dos produtos, a reducéo
dos custos de laboratério e de maquinério, visando, com
isto, a melhoria ou a obtencao de produtos diferenciados
na industria alimenticia (MUSSATTO et al., 2007).

Os hidrolisados proteicos sé&o utilizados
principalmente na gestdo nutricional de individuos que
nao conseguem digerir totalmente a proteina pura.
Principalmente os hidrolisados ricos em peptideos de
baixo peso molecular, especialmente di- e tripeptideos,
com o minimo possivel de aminoacidos livres, demonstram
possuir mais utilizagcées alimentares, devido aos
seus valores nutricionais e terapéuticos aumentados
(BHASKAR et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar hidrolisados
liofilizados, obtidos a partir da hidrélise de carcacas
de frango manualmente desossadas (CMD), utilizando
diferentes enzimas proteoliticas, e também o processo
de obtencé&o destes pela composicéo proximal, grau de
hidrolise e rendimento.
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I 2 Material e métodos
2.1 Material

A matéria-prima utilizada foi a estrutura 6ssea
oriunda da desossa manual, adquirida de um abatedouro
da regido sul do Brasil, aqui denominada de carcaca de
frango manualmente desossada (CMD) e congelada,
obtida de animais abatidos com aproximadamente
42 dias de vida e com peso médio de 2,5 kg. Antes da
sua utilizacdo, foi descongelada sob temperatura de
refrigeracdo e cortada em pedacos menores com faca
de aco inox para facilitar sua homogeneizagao durante o
tempo de hidrolise. As amostras de carne utilizadas para
arealizacdo da composicao proximal foram obtidas pela
remoc¢ao da carne aderida na estrutura com uma faca de
aco inox comum e posteriormente homogeneizadas em
liquidificador. As amostras experimentais apresentaram
um pH médio de 6,34.

2.2 Enzimas

As enzimas utilizadas neste experimento séo as
mesmas descritas em Oliveira et al. (2014). A papaina
comercialmente pura denominada Papain, From Papaya
Latex-1,5 units/MG solid (Sigma Aldrich®) é uma cisteina
protease da familia C1-peptidase. Foi utilizada também a
Flavourzyme, que é uma aminopeptidase produzida por
fermentagdo submersa de uma linhagem selecionada
do fungo Aspergillus oryzae e utilizada para hidrolise de
proteinas sob condi¢cdes neutras ou levemente acidas.
A Flavourzyme1000 L® é uma exopeptidase com uma
atividade de 1 LAPU/g. Uma LAPU (Unidade Leucina
Aminopeptidase) é a quantidade de enzima que hidrolisa
1 umol de leucina-p-nitroanilida por minuto. A terceira
enzima testada foi Protamex® que é uma enzima
proteolitica produzida por fermentagcdo submersa de
Bacillus licheniformes e Bacillus amyloliquefaciens com
atividade declarada de 1,5 AU-NH/g. As duas ultimas
enzimas mencionadas foram fornecidas pela Novozymes
Latin America Ltda.

2.3 Composicao proximal da matéria-prima e dos
hidrolisados liofilizados

A composigdo proximal da carcaga manualmente
desossada de frango (CMD) e dos diferentes hidrolisados
obtidos foi determinada de acordo com a metodologia

Tabela 1. Sistemas de hidrélise enziméatica.

Enzimas [E]:[S]?

Papaina 1:250
Flavourzyme 1:250

Protamex 1:250

recomendada pela AOAC (CUNNIFF, 1995). A quantidade
de proteina presente foi determinada pelo método de
determinac&o de nitrogénio total, Kjeldahl (N x 6,25);
lipideos pelo método gravimétrico de extracdo a quente
utilizando extrator de Soxhlet para a CMD e o método
do Bligh e Dyer (1959) para os hidrolisados liofilizados;
cinzas pelo método gravimétrico em mufla (550-600 °C) e
a umidade pelo método gravimétrico em estufa (105 °C).
Para a realizacdo do calculo do valor calérico total,
foram utilizados valores de conversao, alimento/energia,
sendo 4, 9 e 4 para carboidratos, lipideos e proteinas,
respectivamente, e, a seguir, foi realizado o somatério
desses valores.

2.4 Processo de obtenc¢éo do hidrolisado proteico
2.4.1 Condicoées de hidrdlise

Para a realizacao do processo de hidrélise, foram
utilizados 250 g de carcaga manualmente desossada
(CMD) /g ou mL de enzima acrescidos de 500 mL de
agua destilada (1:2) previamente aquecida e colocados
em banho termostatizado (Banho Ultratermostatizado
Marconi modelo MA 184). As rea¢des enzimaticas foram
conduzidas a temperatura e pH de maxima atividade
catalitica de cada enzima de acordo com a literatura
e estdo descritas na Tabela 1 (OGAWA; MAIA, 1999;
CANDIDO; SGARBIERI, 2003). O pH das enzimas
Flavourzyme e Protamex foi ajustado com solucao de
fosfato de sédio 0,2 M. Durante a hidrdlise, as amostras
foram continuamente agitadas com agitador mecanico
(Agitador Marconi modelo MA 039) durante todo o tempo
de hidrdlise (120 minutos).

Durante a hidrélise da CMD, caldos de amostras
foram coletados aos 60 e 120 minutos de hidrélise. Todos os
hidrolisados coletados foram filtrados em uma tela plastica
com abertura de malha de 10 mesh, filtrados novamente
em uma gaze e, a seguir, centrifugados a 4000 rpm por
10 minutos em uma centrifuga (Cetribio-Servilab) para
remover todas as particulas sélidas (fundo) e a gordura
(camada superior).

Depois da hidrdlise, os residuos 6sseos foram
pesados para a realizagdo do calculo de percentual de
hidrdlise.

A proteina hidrolisada foi entdo aquecida a 95 °C
por 15 minutos para inativar a enzima e, em seguida, foi

pHP Temperatura (°C)° Tempo (min)?
6,5 60 120
7,0 50 120
7,0 50 120

?Relacéo Enzima/Substrato (p/p). °pH étimo de acdo das enzimas. “Temperatura 6tima de agao das enzimas. “Tempo total de hidroélise. Fonte: Ogawa

e Maia (1999), Candido e Sgarbieri (2003).
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resfriada a temperatura ambiente, congelada e, entéo,
liofilizada a uma temperatura de -54 °C em liofilizador
(LD 1500 Terroni).

2.4.2 Determinacédo do Grau de Hidrdlise (GH)

Aliquotas de hidrolisado durante os tempos
indicados foram retiradas e a reagdo foi inativada com
adicdo de uma solugdo de acido tricloroacético (TCA)
10%. Depois de repouso de 10 minutos e filtracéo
para a remocao do material insoluvel precipitado pelo
TCA, as proteinas soluveis foram quantificadas pelo
método de Lowry et al. (1951), expresso em mg de
albumina. As leituras das amostras foram realizadas em
espectrofotébmetro (Modelo SP-220-Biospectro) a 650 nm.
O grau de hidrolise foi medido segundo método descrito
por Hoyle e Merritt (1994) e por Liceaga-Gesualdo e
Li-Chan (1999), sendo expresso como percentagem de
proteinas sollveis no TCA em relagdo a quantidade de
proteina inicial total, e calculado em mg/g, segundo a
Equacéo 1.

_ Proteina Solitvel em TCA 10%x100 )
Proteina Total da Amostra

GH

2.4.3 Determinac&o do teor de solidos, cinzas e
proteinas totais

Durante a hidrélise proteica foram retiradas
aliquotas de amostras como mencionado no processo
de obtencéo de hidrélise e apds a inativacao enzimatica
foram encaminhadas para as analises de determinacao
do teor de sodlidos solluveis totais em estufa a 105 °C,
de cinzas em mufla a 550 °C e proteinas soluveis pelo
método de Kjeldhal.

2.4.4 Determinacdo do percentual de hidrolise e do
rendimento da hidrolise

O percentual de hidrélise (o quanto de carne foi
retirada da carcaca) foi avaliado por diferenca de peso da
carcaca manualmente desossada (CMD) antes e depois
do tempo de hidrélise de 60 minutos e 120 minutos. Para
o célculo do rendimento do hidrolisado liofilizado, fez-se
uma proporcdo da quantidade total de amostra (CMD)
em relac&o ao hidrolisado liofilizado obtido.

2.5 Determinacao dos aminoacidos dos hidrolisados
proteicos

As proteinas constituintes das amostras foram
hidrolisadas com HCI 6 N durante 24 horas a 110 °C.
Os aminoacidos liberados durante a hidrélise acida
reagem com Fenilisotilcianato (PITC), separados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em fase
reversa e detectados por ultravioleta (UV). A quantificagdo
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foi feita por calibrac&o interna multinivel segundo a
metodologia descrita por LAMIC (2012).

2.6 Analise objetiva da cor dos hidrolisados
proteicos

A avaliagao objetiva da cor dos hidrolisados
obtidos foi realizada através do sistema CIE, utilizando-se
o aparelho Minolta Chroma Meter, CR-300 (MINOLTA),
através dos parametros L* (luminosidade), a* (direcao
para o vermelho) e b* (dire¢cdo para o amarelo), segundo
ANSORENA et al. (1997). Minolta Chroma Meter CR-300
usa iluminacéo difusa (lampada de xenénio) e um angulo
de observacéo de 0 °C. A calibrac&o do aparelho foi feita
com o disco branco, sendo que tanto a leitura de L (brilho)
como das cores, do vermelho (a) ao verde e do amarelo
(b) ao azul, foram realizadas a temperatura ambiente.

2.7 Determinacéao da atividade de agua

Para a determinagéo da atividade de agua (Aa), foi
utilizado o aparelho Aqualab® modelo CX-2 (DECAGON
DECIVE, 2003), para a realizagdo da leitura direta.

2.8 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente
mediante a Anélise de Variancia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si através do teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia pelo Sistema IBM® SPSS® Statistcs
(Versao 20).

I 3 Resultados e discussao

3.1 Composicéao proximal da matéria-prima utilizada
na hidrdlise e dos hidrolisados liofilizados

A Tabela 2 mostra as caracteristicas da matéria-
prima utilizada no experimento (CMD). Na Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos-TACO (UNICAMP,
2011), os valores encontrados foram diferentes dos
valores citados para a amostra de frango cru inteiro com
pele, cujos valores sdo de 66,5% de umidade, 16,4% de
proteina, 17,3% de lipideos e 0,7% de cinzas. Os dados

Tabela 2. Média da composicé&o proximal e valor caldrico
da carcaca manualmente desossada (CMD) utilizada no
experimento.

Componente (b.u.)

Carcaca Manualmente
Desossada (CMD)

Umidade (%) 58,87 + 0,19
Cinzas (%) 0,63 + 0,05
Lipideos (%) 26,79 + 4,00
Proteinas (%) 13,25 + 0,48
Carboidratos (%) 0,46 + 0,05
Valor calérico (kcal/100g) 295,95 + 2,62
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apresentados neste trabalho estdo proximos aos relatados
por Trindade et al. (2004), para CMS de galinha, em
que citam varias composi¢coes centesimais de carne
mecanicamente separada de frangos e galinhas. O teor
de lipideos apresentado na Tabela 2 pode ser explicado
pela utilizac&do de pele e de todas as gorduras corporais
que a carcaca apresentava. Ao se comparar a carne
retirada manualmente da carcaca resultante da desossa
manual, verificou-se que esta possui uma composicao
diferenciada da carne mecanicamente separada.
Goncalves et al. (2009) analisaram 20 amostras de CMS
de frango e encontraram valores médios de 16% de
proteina, 17% de lipideos, 61% de umidade e 1,17% de
cinzas. A diferenca pode estar relacionada ao tipo de corte
utilizado e também ao processo empregado na obtengéo
da CMS, pois a fabricagdo de CMS pode ser realizada
com varias partes da carcaga. Quando sé&o utilizadas
partes do peito, o produto obtido é de melhor qualidade.
O processo também influencia, pois o sistema hollow drum
(tambor oco) € melhor que o sistema auger (rosca sem
fim), j& que com este processo o produto caracteriza-se
pelo alto conteludo de calcio e de fragmentos de 0ss0s
e cartilagens (HENCKEL et al., 2004).

A composicdo quimica dos alimentos tem um
importante papel no fornecimento de nutrientes
essenciais para a manutencédo da saude humana.
A Tabela 3 apresenta os dados da composigéo
proximal dos hidrolisados obtidos da CMD com as
diferentes enzimas proteoliticas. O teor de umidade
foi significativamente diferente (p<0,05) entre os
hidrolisados liofilizados obtidos, os quais variaram de
4,58% a 8,51%. A maioria dos estudos realizados com
proteina hidrolisada de peixes apresenta teores de
umidade inferiores a 10% (OVISSIPOUR et al., 2009;
CHALAMAIAH et al., 2010; FOH et al., 2011). Os baixos
percentuais de umidade apresentados pelos hidrolisados
proteicos sdo determinados pelas metodologias de
secagem, assim como pelo tipo de amostra empregada
(BUENO-SOLANO et al., 2009).

O teor de cinzas foi significativamente diferente
(p<0,05) entre os hidrolisados obtidos e variaram de
4,81% a 12,86% (Tabela 3). Os teores maiores de
cinzas apresentados pelos hidrolisados obtidos com a
Flavourzyme e Protamex justificam-se pelo emprego da
solucao de fosfato de sédio 0,2 M para o ajuste de pH.

O conteudo de lipideos ndo variou entre os
hidrolisados obtidos com a Papaina e Flavourzyme,
mas estes foram significativamente diferentes (p<0,05)
do hidrolisado obtido com a enzima Protamex, porém
todos se apresentaram menores que o teor de lipideos
da matéria-prima inicial (CMD). Rossi et al. (2009), ao
hidrolisarem carne mecanicamente separada de frango
com a enzima Alcalase 2,4 L FG, obtiveram um hidrolisado
com 1,08% de lipideos, indicando que o processo de
retirada da gordura na centrifugagéo foi extremamente
eficiente.

Os teores de proteinas (Tabela 3) apresentados
pelos hidrolisados proteicos obtidos pela hidrélise com
a enzima Flavourzyme e Protamex foram semelhantes,
porém diferiram (p<0,05) significativamente do resultado
obtido com a Papaina. A composicao quimica do
hidrolisado obtido com a Papaina assemelhou-se aos
resultados obtidos por Fonkwe e Singh (1996), que
obtiveram aproximadamente 78% de proteinas em uma
hidrélise do residuo da carne mecanicamente separada
de peru. Ja os resultados apresentados por Rossi et al.
(2009) assemelham-se aos obtidos neste estudo para as
enzimas Flavourzyme e Protamex.

Os teores de proteinas apresentados pelos
hidrolisados obtidos com as diferentes enzimas
proteoliticas sdo maiores que 0s apresentados pela
matéria-prima inicial utilizada neste experimento.
O procedimento normal de utilizacdo destas carcacas
gera a carne mecanicamente separada de frango
(CMS), cujos teores proteicos sdo de aproximadamente
13% (BRASIL, 2000). Com este processo de hidrdlise
enzimatica, tem-se a producgéo de um hidrolisado em p6
com grandes possibilidades de uso tanto pela industria
de alimentos como pela industria farmacéutica para a
producdo de produtos geriatricos, dietas para controle
de peso, terapéuticas ou dietas entéricas, além de
suplementos energéticos para atletas.

Chalamaiah et al. (2012) realizaram uma extensa
revisdo bibliografica, nela estdo reunidos dados da
composigao proximal dos hidrolisados proteicos de
diversas espécies de peixes, obtidos com as mais
diferentes enzimas proteoliticas, porém n&o sdo comuns
dados na literatura sobre hidrolisados proteicos obtidos
a partir do residual 6sseo gerado da desossa manual de
carne de frango.

Tabela 3. Composicao proximal dos hidrolisados liofilizados de carcagca manualmente desossada (CMD) obtidos através da

hidrdlise com diferentes enzimas.

Enzima Umidade (%) Cinzas (%)
Papaina 4,58°+0,15 4,81°£0,03
Flavourzyme 8,512+0,24 12,86°+0,06
Protamex 6,23°+0,31 11,07°+0,09

Lipideos (%)

Proteina (%) Valor CAL (kcal/100g)

6,81°+0,63 79,36+0,32 396,47°+2,69
5,452+0,47 67,86°+0,66 341,79°+2,44
3,27°+0,97 68,21°+0,62 347,12°+3,42

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes séo significativamente diferentes, no nivel de 5%, pelo teste de Tukey. Resultados em b.s.
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3.2 Grau de Hidrdlise (GH)

O grau de hidrolise fornece uma ideia do
mensuramento da extensao da proteina clivada, o que vai
influenciar as propriedades funcionais destes hidrolisados
(LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999). Os resultados
obtidos para o grau de hidrdlise, utilizando-se como
enzimas proteoliticas Papaina, Flavourzyme e Protamex
e como substrato a carcagca manualmente desossada
(CMD) de frango, estdo apresentados na Tabela 4.
No final da hidrélise (120 minutos), observam-se valores
de 43%, 20% e 51% de GH para a Papaina, Flavourzyme
e Protamex, respectivamente. Com o mesmo substrato e
a mesma quantidade de enzima, o GH apresentado pela
Protamex foi significativamente maior (p<0,05) que o da
Papaina e Flavourzyme.

Herpandi et al. (2012) utilizaram diferentes
enzimas proteoliticas (Alcalase® 2.4L FG, Protamex®,
Neutrase® 1,5 mg e Flavourzyme® 500 mg) para
hidrolisar atum (Katsuwonus pelamis) e constataram
que a Alcalase® 2.4L FG apresentou o maior grau de
hidrolise entre todas as proteases, seguido da Protamex®,
Flavourzyme 500MG® e Neutrase® 1,5 mg.

Charoenphun et al. (2013) utilizaram diferentes
enzimas, entre elas a Papaina e a Flavourzyme, e obtiveram
graus de hidrélise de 41,6% e 35,6%, respectivamente,
apo6s 6 horas de hidrolise de tilapia (Oreochromis
niloticus). Mesmo utilizando matérias-primas diferentes,
o resultado para a Papaina assemelha-se muito com
0 encontrado neste estudo no tempo de 60 minutos,
indicando que talvez néo fosse necessario um tempo
tdo longo de hidrdlise para esta protease. Entretanto,
0s resultados apresentados para a Flavourzyme foram
extremamente maiores, indicando que esta exopeptidase
necessita de um tempo maior para obter melhores
resultados de hidrdlise para esta enzima.

No entanto, Santos (2006), que analisou o grau de
hidrélise obtido com a enzima Flavourzyme na elaboragéo
de hidrolisado de Cabrinha (Prionotus punctatus) com
uma concentracao substrato/tampédo de 1g/mL; 2% de
enzima/substrato; pH 7 e 60 minutos de reagdo a 50 °C,
encontrou um grau de hidrélise de 24,7%, utilizando uma
concentracdo de enzima/ substrato bem maior que a
empregada no presente estudo.

Como pode ser observado na Tabela 4, o tempo
influencia positivamente o grau de hidrdlise, isto esta
de acordo com o trabalho realizado por Schmidt e
Salas-Mellado (2009), que obtiveram um efeito positivo
para esta variavel em um trabalho sobre a influéncia da
acdo das enzimas Alcalase e Flavourzyme no grau de
hidrolise das proteinas de carne de frango. Também
Liceaga-Gesualdo e Li-Chan (1999) observaram uma
hidrélise rapida de carne de arenque (Clupea harengus),
atingindo um GH de 24% em 20 minutos de incubacg&o
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com a enzima Alcalase, apH 8,0 e 50 °C, sendo que, apés
60 minutos de incubacéo, o grau de hidrélise aumentou
para 36%.

3.3 Teor de proteinas soluveis, solidos totais e
cinzas durante o tempo de hidrdlise

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores do teor
de proteinas durante o tempo total de hidrélise para
as trés enzimas utilizadas no experimento. A enzima
Papaina, aos 120 minutos de hidrélise, apresentou o
maior percentual de proteinas, diferindo estatisticamente
(p<0,05) da Protamex.

Os teores de proteinas obtidos neste estudo com
as enzimas proteoliticas sdo semelhantes aos relatos
de muitas pesquisas feitas com hidrolisados obtidos de
diferentes espécies de peixes que variaram de 60% a
90% da composigéo total (DONG et al., 2005; CHOl et al.,
2009; KHANTAPHANT et al., 2011). Os altos teores de
proteinas apresentados neste trabalho demonstram
que estes hidrolisados possuem grande potencial para
serem utilizados como suplementos proteicos na nutricao
humana.

Na Tabela 6, podem ser observados os valores
dos teores de solidos soluveis de hidrolisados de CMD de
frango e da atividade de agua dos hidrolisados liofilizados
obtidos durante o tempo de hidrdlise para as trés enzimas
proteoliticas utilizadas.

Os teores de solidos sollUveis totais (Tabela 6)
nos tempos de 60 e 120 minutos de hidrélise nao
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre

Tabela 4. Grau de hidrdlise apresentado durante 60 e 120 minutos
de hidrdlise para as diferentes enzimas utilizadas em condicoes
estabelecidas de pH e temperatura.

Grau de Hidrdlise (mg/g)

Enzimas 120 min
Papaina 39,25b+4,97 43,19°+4,69
Flavourzyme 16,72°+1,89 20,25°+4,33
Protamex 47,122£5,27 51,312+4,61

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sédo
significativamente diferentes, no nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Tabela 5. Teor de proteinas dos hidrolisados obtidos de carcaca
manualmente desossada (CMD) de frango durante o tempo de
hidrélise de 120 minutos com diferentes enzimas.

Teor de Proteinas (%)

Enzimas 60 min 120 min
Papaina 74,37°+£10,45 75,08°+6,70
Flavourzyme 61,58°+9,79 66,80°+8,87
Protamex 63,992°+6,36 63,96°+5,29

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sédo
significativamente diferentes, no nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
Resultados em (g/100g base seca).
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Tabela 6. Percentual de sélidos soluveis dos hidrolisados obtidos de carcaca manualmente desossada (CMD) de frango durante
o tempo de hidrélise de 60 e 120 minutos com diferentes enzimas e a atividade de agua dos hidrolisados liofilizados.

. - . Atividade de agua do
Enzimas Percentual de Sélidos Soluveis Hidrolisado Liofilizado (Aa)
60 min 120 min 120 min
Papaina 7,112£0,74 8,65+0,32 0,1408°+0,0123
Flavourzyme 5,49°+1,10 6,34°+0,71 0,2884°+0,0178
Protamex 7,32°+1,03 8,072+1,65 0,32732+0,0147

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel de 5%, pelo teste de Tukey. Resultados em

(9/100g base Umida).

as enzimas Papaina e Protamex, porém a enzima
Flavourzyme apresentou um percentual de sélidos
soluveis estatisticamente menor (p<0,05) que os valores
obtidos com as outras duas enzimas.

Os teores de solidos sollveis dos hidrolisados
obtidos pela hidrélise realizada com as enzimas Papaina
e Protamex sdo semelhantes aos relatados por Oliveira
(1991), que, ao determinar as condicdes ideais da
hidrélise da proteina de carne com suco de abacaxi
(carne/suco 1:1), obteve um teor de sélidos de 7,6 g/100g.

Nota-se um aumento da solubilidade das proteinas
durante a hidroélise e isto ocasiona um aumento da
concentracao dos solidos sollveis ao longo do tempo,
mas n&o se pode afirmar que sejam diferentes (FONKWE;
SINGH, 1996).

A medida da atividade de agua é de fundamental
importancia, para o controle de qualidade dos
alimentos, visto que, por meio dela, podem ser previstas
reagdes quimicas, enzimaticas e desenvolvimento de
microrganismos. A partir do conhecimento da atividade
de agua, pode-se, também, propor sistemas adequados
de embalagens para diferentes produtos alimenticios
(FELLOWS, 2006). Os hidrolisados proteicos sao
altamente pereciveis principalmente devido ao alto
conteudo de proteinas e, portanto, necessitam de
metodologias para a sua preservagdo como secagem
por pulverizacao ou liofilizag&o.

Os valores encontrados para a atividade de agua
para os hidrolisados liofilizados obtidos da CMD com
diferentes enzimas proteoliticas (Tabela 6) diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre si. A Papaina produziu
o hidrolisado liofilizado com a menor atividade de agua
(0,14). Valor de atividade de agua, maior que estes
resultados, foi encontrado por Kurozawa et al. (2009),
que relataram um valor de atividade de agua de 0,43 ao
estudarem o efeito dos agentes de suporte durante
a secagem por pulverizacdo sobre as propriedades
fisico-quimicas de um hidrolisado proteico de carne de
frango obtido pela acao da Alcalase® 2.4L.

A Tabela 7 apresenta os resultados de cinzas
dos diferentes hidrolisados para os tempos de hidrélise
de 60 e 120 minutos. Os resultados apresentados

Braz. J. Food Technol., Campinas v. 18, n. 3, p. 199-210, jul./set. 2015

nos primeiros 60 minutos variaram significativamente
(p<0,05) e, aos 120 minutos, o hidrolisado obtido com a
Papaina apresentou teores significativamente menores
de cinzas (p<0,05), quando comparados aos outros
hidrolisados. A maior concentracdo de cinzas verificada
nos hidrolisados obtidos com a Flavourzyme e com a
Protamex (6,76% a 7,97%) é decorrente do ajustamento
do pH durante a hidrélise enzimatica.

Da mesma forma outros autores obtiveram niveis
elevados de cinzas nos experimentos de hidrélise
que foram atribuidos ao ajustamento do pH para uma
melhor acado das enzimas (DINIZ; MARTIN, 1997,
LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999; NEVES et al.,
2004; MARTINS et al., 2009).

3.4 Percentual de hidrélise e do rendimento da
hidrélise

Os valores dos percentuais de hidrolise apés 60 e
120 minutos de processo hidrolitico e os rendimentos dos
hidrolisados submetidos ao processo de liofilizag&o estéo
demonstrados na Tabela 8. Depois de 60 minutos de
hidrélise, todos os hidrolisados apresentaram percentuais
de hidrélise significativamente diferentes entre si (p<0,05),
e a Papaina apresentou o maior percentual. Porém, aos
120 minutos, os hidrolisados obtidos com a Papaina
e a Protamex né&o diferiram estatisticamente (p>0,05),
enquanto o hidrolisado obtido com a Flavourzyme
apresentou diferenca significativa das outras enzimas,
sendo o de menor percentual (58,20%). Uma justificativa
para isto poderia estar relacionada ao fato de a Papaina,
uma sulfidrilo protease, ou seja, uma enzima que possui
um grupo de enxofre no seu sitio ativo, apresentar baixa
especificidade, hidrolisando ligacbes amida e éster,
tanto em peptideos como em proteinas (LIENER, 1974,
REED, 1975).

O rendimento do hidrolisado liofilizado (Tabela 8)
obtido aos 60 minutos pela hidrélise com a Flavourzyme
diferiu significativamente (p<0,05) dos hidrolisados
obtidos com a Papaina e a Protamex, apresentando
a mesma tendéncia dos resultados de percentual de
hidrolise que foram obtidos aos 120 minutos. Santos
(2011), em um trabalho sobre a producéo de hidrolisados
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Tabela 7. Valores percentuais de cinzas dos hidrolisados obtidos
com diferentes enzimas a partir de carcaga manualmente
desossada (CMD) de frango com o tempo de hidrélise de 60
e 120 minutos.

Cinzas (%)

Enzimas 60 min 120 min
Papaina 4,80°+0,36 4,68°+0,48
Flavourzyme 7,97%+1,44 6,762+0,99
Protamex 7,243+1,69 7,082+1,28

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sdo
significativamente diferentes, no nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
Resultados em (g/100g base Umida).

Tabela 8. Valores do percentual de hidrélise e do rendimento total
dos hidrolisados liofilizados obtidos de carcaga manualmente
desossada (CMD) de frango durante o tempo de hidrélise de
60 e 120 minutos com diferentes enzimas.

Rendi t
Enzimas Percentual de Hidrdlise (%) en (:/n;en °
o
60 min 120 min 120 min
Papaina 80,612+5,49  86,13°+2,24  10,552+0,04
Flavourzyme 34,83°+579 58,20°+5,65 4,84°+0,46
Protamex 67,69°+4,12  78,032+3,61  10,322+0,09

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao
significativamente diferentes, no nivel de 5%.

de proteina de pescado (HPP) a partir de subprodutos
da industria pesqueira, encontrou aproximadamente
10% de rendimento utilizando como enzima proteolitica
a Neutrase®.

3.5 Aminoacidos dos hidrolisados proteicos

A Tabela 9 apresenta os valores da composicao
dos aminoacidos dos hidrolisados obtidos com as
diferentes enzimas proteoliticas. O valor nutritivo das
proteinas dietéticas é determinado pelo padrédo e
quantidade de aminoacidos essenciais (XIA et al, 2007).

A presenca de um ou mais aminoacidos essenciais
em quantidades suficientes aumenta o valor nutritivo da
proteina (RANGEL et al., 2004). O perfil das proteinas
dos diferentes hidrolisados foi verificado e comparado
com o da FAO (1985), que estima as necessidades
de aminoacidos para criancas e adultos. O perfil de
aminoacidos (Tabela 9) dos hidrolisados de carne
manualmente desossada de frango (CMD) obtida pela
hidrélise enzimatica com a Papaina continha quantidades
mais elevadas de todos os aminoacidos essenciais,
exceto para triptofano (eliminado pela metodologia),
guando comparado com a referéncia da OMS para
adultos. Portanto, o hidrolisado que mais se aproxima das
guantidades de aminodacidos recomendados pela FAO
(1985) é o obtido pela hidrolise com a Papaina.
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Soares et al. (2004) utilizaram trés enzimas
isoladamente (uma protease do Aspergillus oryzae, a
Papaina e a Pepsina) para a hidrolise de leite em pdé
desnatado e avaliaram a agdo enzimatica sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados e concluiram que o melhor
perfil peptidico nutricional foi obtido com a Papaina.
Morais et al. (2002) descreveram a influéncia da relacéo
E:S sobre a hidrdlise da caseina bovina com uso de
papaina, e ressaltaram que a alteracdo da relagdo E:S
de 2% para 4% alterou significativamente o conteudo de
todas as fragbes cromatograficas, e produziu um perfil
peptidico distinto, com diminuicdo dos niveis de di- e
tripeptideos e aumento do teor de aminoéacidos livres e
de peptideos médios. O aumento da relacdo E:S deveria
promover a quebra dos grandes e médios peptideos
a di- e tripeptideos, porém levou a clivagem desses a
aminoé&cidos livres. No presente estudo a metodologia
empregada ndo determinou o tamanho dos peptideos
originados, somente a quantificagdo dos aminoacidos.

As variagdes dos aminodcidos nos diferentes
hidrolisados podem ser decorrentes da distribuicé&o
variavel entre os hidrolisados e o residuo proteico
insoluvel. O tratamento térmico realizado no final do
processo de hidrélise, utilizado para inativar as enzimas,
também pode ter contribuido na alteracédo da distribuicéo
dos aminoéacidos entre a fracdo proteica soluvel e
insoluvel (NETTO; GALEAZZI, 1998).

A analise de aminoacidos realizada por Sun et al.
(2010) em um estudo sobre a utilizagdo de um
hidrolisado obtido enzimaticamente do residuo de carne
mecanicamente separada de frango, em uma salsicha
tipo cantonés, revelou que a glicina foi 0 aminoacido
encontrado em maior quantidade neste tipo de hidrolisado
(21,46%), além do acido glutamico, prolina, acido
aspartico, treonina e a lisina.

3.6 Analise objetiva da cor dos hidrolisados
proteicos

Os valores da determinacao da cor dos hidrolisados
liofilizados obtidos com diferentes enzimas proteoliticas
encontram-se na Tabela 10. Os valores de L* (brilho)
e de a* (indice vermelho) diferiram estatisticamente
(p<0,05) para as trés enzimas utilizadas. O parametro
de cor vermelha (a*) foi maior com o hidrolisado obtido
com a enzima Protamex. Segundo Bueno-Solano et al.
(2009), a hidrolise de proteinas produz peptideos com
cor acastanhada que podem gerar uma alteragéo de cor
nos produtos alimenticios nos quais estes hidrolisados
s&o adicionados.

O parametro de cor amarela ndo variou entre os
hidrolisados (Tabela 10) obtidos com a Flavourzyme e
a Protamex, porém estes diferiram significativamente
(p<0,05) do hidrolisado obtido com a Papaina que
apresentou maior intensidade para o amarelo.
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Tabela 9. Valores da composigéo de aminoacidos dos hidrolisados obtidos com diferentes enzimas a partir de carcaca manualmente

desossada de frango (CMD) em comparacao com as recomendacdes da FAO (1985).

Composicao de Aminoacidos (mg/g)

Papaina

Flavourzyme

FAO

Protamex FAO (adultos)

(2-5 anos)

Nao essenciais

Acido aspartico 73,7 49,6 62,5 - -
Acido glutamico 117,6 92,7 107,7 - -
Serina 30,1 20,6 25,7 - -
Glicina 52,3 441 46,4 - -
Arginina 54,8 9,90 46,4 = >
Treonina 28,1 30,1 26,6 34 5
Alanina 46,2 ¥5,® 43,6 - -
Prolina 43,9 33,4 37,4 - -
Essenciais
Histidina 22,4 19,5 20,6 19 16
Tirosina 24,4 13,6 18,2 - -
Valina 36,8 23,3 28,9 85 13
Metionina 37,2 16,2 30,6 24* 17
Cistina 1,00 1,00 1,00 - -
Isoleucina 34,1 19,3 25,7 28 13
Leucina 63,3 39,5 51,6 66 19
Fenilalanina 39,3 26,2 34,1 63** 19**
Lisina 76,0 57.8 71,8 58 16

Triptofano = -

. 11 9

*Dados que somam metionina+cistina. **Dados que somam fenilalanina+tirosina- FAO (1985).

Tabela 10. Valores médios da determinac&o de cor dos
hidrolisados proteicos de carcaca manualmente desossada
(CMD) obtidos pela hidrélise com diferentes enzimas, expressos
como L* (luminosidade), a* (indice vermelho) e b* (indice

amarelo).

Enzimas L* a* b*
Papaina 76,50°+0,34 -1,45°+0,75 26,44°+2 96
Flavourzyme 79,242+0,23 2,98°+0,07 17,45°+0,11
Protamex 71,09°+0,44 5,042+0,10 18,72°+0,14

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes séo
significativamente diferentes, no nivel de 5%.

Os hidrolisados liofilizados obtidos apresentaram cores
suaves que podem contribuir para sua aceitabilidade,
quando utilizados em formulacdes para as mais variadas
finalidades.

Sun et al. (2010) concluiram que o hidrolisado do
residuo de carne mecanicamente separada de frango,
obtido por hidrélise enziméatica com Pancreatina, pode ser
um excelente precursor para a reagao de Maillard devido
a distribuicdo do peso molecular, do perfil de aminoacidos
e da quantidade de aminoéacidos livres.

H 4 Conclusdo

Os hidrolisados proteicos obtidos da carcaca
manualmente desossada (CMD) de frango apresentaram
alto conteudo proteico caracterizando-se como uma
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matéria-prima promissora na formulacdo de dietas
especiais. A enzima Protamex apresentou o melhor grau
de hidrdlise seguida da Papaina e da Flavourzyme.
Quanto ao percentual de hidrélise e rendimento total,
os hidrolisados obtidos com a Papaina e a Protamex
apresentaram maiores valores que com a Flavourzyme.
A composicdo de aminoacido demonstra que o
hidrolisado obtido da Papaina possui uma composicéo
mais proxima da recomendada pelos 6rgédos de controle
que avaliam o valor nutricional de uma proteina pelos
tipos de aminoacidos que a compodem.
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