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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a obten¢do de hidrolisado protéico de pele
de cacdo em po6 pelos processos de hidrdlise enzimédtica e secagem por atomizagdo. Na
primeira etapa, foi estudado o processo de hidrélise utilizando a enzima comercial
Protamex ', visando a otimizacdo do processo para a recuperacio de peptideos de baixo
peso molecular. A influéncia da temperatura, do pH e da relacdo Enzima/Substrato sobre o
grau de hidrélise, recuperacdo de proteina e cinética enzimatica foram avaliadas. As
condi¢Oes Otimas de processo foram fixadas em: 51 °C, 4,0% p/p de enzima e pH 7,1.
Nessas condi¢des, o hidrolisado obtido foi caracterizado em termos de composi¢io
quimica, composi¢ao de aminodcidos e distribui¢do de tamanho de peptideo. O grau de
hidrélise atingiu 19,3%, recuperou-se 90,3% do total da proteina presente na matéria-prima
e o peso molecular foi inferior a 6,5 kDa. Na segunda etapa do projeto, foi avaliada a
influéncia das varidveis do processo de secagem por atomizacdo sobre as propriedades
fisico-quimicas e antioxidantes do hidrolisado protéico de pele de cacdo em pd, usando
maltodextrina (DE=10) como agente carreador. A temperatura do ar e a concentragdo de
agente carreador foram variadas. As respostas analisadas foram a umidade final, a atividade
de 4gua, a densidade aparente, a higroscopicidade, o tamanho de particula e a capacidade
antioxidante, determinada pelos métodos de reducdo do ifon férrico (FRAP) e captura do
radical catidnico ABTS* (TEAC). Os resultados mostraram que a adicdo de maltodextrina
contribuiu  significativamente para obtencdo de particulas com menor umidade e
higroscopicidade e maiores tamanhos de particula e densidade aparente. Além disso, quanto
maior foi a concentragdo de maltodextrina adicionada, maiores foram os valores de
capacidade antioxidante, provavelmente devido a formacdo de compostos de Maillard

durante a secagem.

Palavras chave: cacdo, hidrdlise protéica, spray drying, propriedades fisico-quimicas,

capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

The objetive of the present work was to obtain a shark skin protein hydrolysate
powder by enzymatic hydrolysis and spray drying. In the first part of this work was studied
the enzymatic hydrolysis process by using the commercial enzyme Protamex '™, aiming the
process optimization for recovery of low molecular weight peptides. The influence of
temperature, pH and Enzyme/Substrate ratio on the degree of hydrolysis, protein recovery
and enzymatic kinetics was evaluated. Optimal conditions were established at: 51°C, 4.0%
p/p of enzyme and pH of 7.1. At these conditions, protein hydrolysate was characterized
with respect to chemical composition, amino acid composition and peptide size
distribution. Degree of hydrolysis achieved 19.3%, 90.3% of total protein was recovered
and peptide size was lower than 6,5 kDa. In the second part of the project, the influence of
spray drying variables process on physicochemical and antioxidant properties of shark skin
protein hydrolysate powders, using maltodextrin (DE=10) as a carrier agent, was evaluated.
Air temperature and maltodextrin concentration were varied. The responses analyzed were
the final moisture content, water activity, bulk density, hygroscopicity, particle size
distribution and antioxidant capacity determined by ferric reduction antioxidant power
(FRAP) and ABTS* radical cation capture (TEAC) assays. Results showed that
maltodextrin addition significantly contributed to obtaining particles with less moisture
content, lower hygroscopicity and higher particle size and bulk density. Besides,
antioxidant capacity was increased as increasing of maltodextrin concentration, probably

due to the formation of Maillard compounds during drying process.

Keywords: shark, protein hydrolysis, spray drying, physicochemical properties,

antioxidant activity.

xxiii






CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1INTRODUCAO GERAL

A cada ano, o setor dedicado ao processamento de pescado produz maiores
quantidades de subprodutos e residuos, devido a crescente demanda mundial do produto,
principalmente nas formas fresca e congelada (54% da producao mundial). Esses residuos
possuem importantes quantidades de proteina e outras substancias bioativas, que na maioria
dos casos sao pouco aproveitadas. Geralmente, esses residuos sdo destinados a fabricacdo
de farinha e 6leo de peixe, ou simplesmente eliminados ao meio ambiente sem nenhum tipo
de tratamento. Dessa forma, varios paises no mundo tém implantado normas que proibem o
descarte desses residuos sem tratamento prévio. Contudo, o processamento de descartes
resulta caro para as empresas, principalmente quando os produtos finais desse tratamento
possuem baixo valor, como € o caso da farinha de peixe cujo preco médio nos dltimos anos

foi de R$1,75/kg de farinha (FAO, 2009).

No Brasil, a produgdo de pescado estimada em 2007, incluindo a pesca extrativa e a
aquicultura, foi de 1,07 milhdes de toneladas, cujo valor corresponde a mais de 3,6 milhdes
de reais, significando um crescimento na producao total na ordem de 2,0% em relacdo a
2006. Porém, o consumo per capita de pescado foi de 6,75 kg/habitante, praticamente a
metade da média mundial, cujo valor foi de 13,6 kg/habitante no ano 2009 (FAO, 2009;
IBAMA, 2007). A pesca extrativa foi a principal atividade pesqueira do pais, contribuindo
com 73% (783,2 mil toneladas) da producdo total de peixe; no entanto, o setor que
apresentou maior crescimento no ano 2007 foi a aqiiicultura continental (crescimento

relativo de 10,2% em relacao a 2006).



A quantidade de cacdo, capturado anualmente em costas brasileiras, ultrapassa as
11,9 mil toneladas. A carne de cacdo € comercializada principalmente nas formas fresca e
congelada, sendo os principais produtores os estados de Pard, Santa Catarina, Rio Grande
do Norte, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Sdo Paulo, os quais concentram mais de 60% da

producdo nacional anual (IBAMA, 2007).

O residuo industrial do cacdo integrado por pele, visceras, cartilagem, cauda e
cabeca, pode atingir mais de 40% do peso total do peixe. Em particular, tanto a pele quanto
a cartilagem de cagdo possuem um elevado teor de proteina (composta principalmente por
coldgeno), sendo uma fonte natural de gelatina (KITTIPHATTANABAWON et al., 2010).
Assim, a preparacdao de hidrolisados protéicos a partir desse residuo torna-se uma
alternativa interessante para: a recuperacdo de peptideos funcionais, a obten¢do de um
produto com maior valor agregado do que a farinha de peixe e o tratamento de residuos
industriais sem prejudicar a renda da empresa. Além disso, pelo fato da pele de cagdo
possuir baixo teor de lipideos, as operacdes de separacdo de impurezas e recuperacdo da

proteina solivel poderiam ser facilitadas.

A hidrdlise protéica € uma técnica que consiste na clivagem quimica ou enzimaética,
de moléculas de proteina. O preparo de hidrolisados protéicos pode ser feito mediante o uso
de 4cidos e bases fortes, como € o caso da hidrdlise quimica. No entanto, o uso de enzimas
(endoproteases, exoproteases ou mistura das duas) permite manter um controle maior e
mais eficiente do processo de hidrdlise protéica (KRISTINSSON e RASCO, 2000). Dentre
as vantagens da hidrélise protéica enzimética estd a diminui¢ao da viscosidade e o aumento
da solubilidade da proteina, favorecendo a incorporagdo dos hidrolisados protéicos em

outro tipo de sistemas ou preparacoes.



Os hidrolisados protéicos sio uma excelente fonte de peptideos de baixo peso
molecular e possuem elevada digestibilidade e funcionalidade, quando comparados as
proteinas in natura (ABDUL-HAMID et al., 2002). Tal funcionalidade ¢ dependente tanto
da composicdo de aminodcidos quanto do comprimento e estrutura das cadeias

polipeptidicas (MAHMOUD, 1994).

Por outro lado, numerosos trabalhos revelaram potenciais aplicacdes dos
hidrolisados protéicos para a prevengdo e tratamento de doengas tais como hipertensao,
hipercolesterolémia, alergias produzidas por alimentos e cancer (LEE et al., 2010;
NAKADE et al., 2009; SICHERER & SAMPSON 2009; CORDLE, 1994; SHEIH et al.,
2010), sugerindo que estes hidrolisados podem ser utilizados como ingrediente na

formulacao de alimentos nutracé€uticos e produtos farmacéuticos.

Contudo, os hidrolisados protéicos sdo altamente pereciveis. O alto teor de umidade
e a elevada concentracdo de peptideos presentes neles tornam estes produtos susceptiveis a
deterioracao microbiana (ADLER-NISSEN, 1985). Neste caso, a secagem por atomizagao €
o método mais usado para a obtengdo de pds a partir de fluidos e pode ser utilizado para
reduzir o teor de dgua presente nos hidrolisados protéicos, prolongando a vida util destes

produtos.

A secagem por spray drier se fundamenta no aumento da drea de contato entre o
material a ser seco e o agente dessecante (geralmente ar quente). O material liquido €
atomizado para a criacdo de goticulas que, em contato com o ar quente, evaporam
rapidamente produzindo particulas na forma de pd, granulos ou aglomerados (BARBOSA-

CANOVAS et al., 2005; ROSA et al., 2003). Hidrolisados protéicos em pé podem ser



incorporados em diferentes produtos para consumo humano (suplementos para atletas,

dietas para pessoas com dificuldade de digestdo), assim como em ragdes.

Porém, os hidrolisados protéicos desidratados por atomizagdo sdo altamente
higroscépicos devido a sua grande éarea superficial interna (produto da sua estrutura
amorfa). Além disso, estes produtos possuem baixa estabilidade por causa da sua baixa
temperatura de transicdo vitrea (Tg), a qual é responsdvel por alteracdes estruturais como
aglomeracdo, adesividade, colapso e cristalizacio (ROOS e KAREL, 1991). Assim, a
adicdo de agentes carreadores, em especial a maltodextrina, tem sido sugerida para
melhorar a estabilidade de alguns hidrolisados protéicos, tais como carne de peito de frango
e caseina, mediante o aumento da Tg e a reducdo da higroscopicidade (KUROZAWA,

2009; ROCHA et al., 2009).

Dessa forma, o estudo da hidrélise enzimética de pele de cacdo e da sua secagem
por atomizagdo representa uma alternativa interessante para a obtencdo de um produto
nutritivo e com alto valor agregado a partir destes residuos e cuja aplicacdo pode ser
facilmente estendida para outro tipo de residuos de industrias processadoras de pescado e

carne.

1.2.0BJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar o processo de obtencdo de
hidrolisado protéico de pele de cacdo em po, através da hidrélise enzimética e secagem por

atomizacao.



1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho teve como objetivos especificos:

e Avaliar a influéncia das varidveis de processo (temperatura, pH e relacdo
Enzima/Substrato) sobre o grau de hidrélise, recuperacdo de proteina e cinética do
processo de hidrdlise enzimética de pele de cagdo usando a enzima Protamex™.

e Otimizar as condicdes de processo para a hidrélise enzimatica de pele de cacdo visando
obter o méaximo valor de grau de hidrélise e recuperacdo de proteina mediante a
metodologia de superficie de resposta e validar experimentalmente os resultados.

* Caracterizar o hidrolisado protéico obtido em condi¢des 6timas quanto ao seu perfil de
aminodcidos, tamanho de peptideo e capacidade antioxidante.

e Avaliar a influéncia da temperatura e concentracdo de agente carreador sobre a
umidade, a,, densidade aparente, higroscopicidade, distribuicdo de tamanho de
particula, morfologia e capacidade antioxidante dos pds obtidos por atomizacdo do

hidrolisado protéico de pele de cacao.

1.3.0RGANIZACAO DA DISSERTACAO

Visando um melhor entendimento dos resultados, o presente trabalho foi organizado

em capitulos brevemente descritos a seguir:

No presente capitulo (Capitulo 1) € apresentada uma introdugdo geral do trabalho

focando na justificativa, objetivo e estrutura do mesmo.



No capitulo 2 foi realizada uma revisao bibliografica dos principais temas que serdo
tratados em capitulos posteriores, objetivando dar a base tedrica para a melhor discussdo

dos resultados.

Posteriormente, no capitulo 3, sdo apresentados os resultados da primeira etapa de
experimentos relacionados ao estudo da influéncia das varidveis de processo (temperatura,
pH e relacio Enzima/Substrato) sobre o grau de hidrélise, recuperacdo de proteina e
cinética enzimadtica no processamento de hidrolisado protéico de pele de cacdo, assim como

os resultados da caracterizacdo da matéria-prima e do hidrolisado protéico resultante.

O capitulo 4 apresenta os resultados da segunda etapa de experimentos onde foi
estudado o processo de secagem por atomizacdo (spray drying) de hidrolisado protéico de
pele de cacdo. Neste capitulo os pds, obtidos em diferentes condi¢des de processo
(temperatura e concentracdo de agente carreador), foram avaliados em relacdo a suas
propriedades fisicas e fisico-quimicas (umidade, atividade de dgua, densidade aparente,

higroscopicidade, distribuicio de tamanho de particula, microestrutura) e a capacidade

antioxidante.

Finalmente, no capitulo 5, sdo apresentadas as conclusdes gerais do trabalho,
algumas recomendacdes para trabalhos futuros e a producdo bibliografica derivada da

presente pesquisa.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.CACAO

Cacdo € uma designagdo comum a todos os peixes elasmobranquios,
pleurotrenados, da subordem dos esqualos, com fendas branquiais laterais e corpo
piciforme, sendo chamados tubardes, particularmente as espécies de grande porte. Sdo
peixes caracterizados por possuir um esqueleto cartilaginoso sendo comumente encontrados
em abundancia nos mares de todo o mundo. Ndo possuem bexiga natatdria, sendo
obrigados a permanecerem em constante movimento para ndo afundarem (FERREIRA,

1986; SUZUKI, 1986).

Os cagdes azuis, chamados também de tubardes azuis, sdo classificados na ordem
Pleurotremata, sub-ordem Gallaoidea, familia Carcharhinidae e género Prionace
(SUZUKI, 1986). Essa espécie possui corpo alongado (podem atingir até 383 cm de
cumprimento), focinho longo e pontudo, e geralmente habitam em aguas superficiais de
mares temperados e tropicais. Podem ser encontrados em abundancia ao longo de toda a
costa brasileira, tomando nomes como lombo-preto, mole-mole e focinhudo (AMORIN et

al., 1986).

No Brasil a pesca de cacdes e tubardes € feita principalmente por barcos atuneiros
usando o sistema de arraste ou espinhel. Em média sdo capturadas 11,9 mil toneladas de
cacdo e tubardo por ano, sendo os principais estados produtores: Pard (3,97 mil t/ano),
Santa Catarina (3,05 mil t/ano) e Rio Grande do Norte (1,24 mil t/ano). Essas produgdes

somadas a producdo da drea costeira da regido Sudeste do Brasil (Estados de Rio de



Janeiro, Espirito Santo e Sdo Paulo) concentram mais de 60% da produgdo nacional
(IBAMA, 2007). No estado de Sao Paulo, 498 toneladas de cagdo sdo capturadas
anualmente, das quais o cacdo-azul (Prionace glauca) € a principal espécie capturada,
representando quase 90% do total de pescas de cacdes do estado (AVILA-DA-SILVA et

al., 2007).

A composicdo centesimal do cacdo varia de acordo com diversos fatores, entre os
quais figuram a espécie, idade, peso, época de captura, entre outros. A composi¢do de
algumas espécies de cacdo comercializadas no Brasil, assim como alguns dos seus residuos,
encontra-se apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Composi¢cdo centesimal de algumas espécies de cacdo comercializadas no
Brasil e alguns residuos.

UMIDADE PROTEINA LIPIDEOS CINZAS REFERENCIA
Espécie
Carcharhinus sp. 80,5 17,9 0,6 0,9 HENSE, 1990
Isurus oxyrhynchus 76,6 N.L N.I 1,3 HENSE, 1990
Squatina sp. 77,9 20,2 0,9 0,9 HENSE, 1990
Prionace glauca 85,3 13,3 0,3 1,1 HENSE, 1990
Squalus acanthias 74,6 18,63 5,7 1,1 DINIZ e MARTIN, 1998
Residuo
Cartilagem 668703 140150 02 668703 Sl TANABAWON
Figado 31,4 8,2 54,8 0,32 PACHECO, 1991

Valores expressos em base imida; N.I. Nao Informado

Apesar de nao ter sido encontrada nenhuma referéncia com respeito da composicao
centesimal da pele de cacdo, sabe-se que € uma boa fonte de proteina, constituida
principalmente por coldgeno. Isto pode ser confirmado por algumas pesquisas que mostram
esse residuo como uma fonte alternativa de coldgeno para a obtencdo de gelatina

(rendimentos entre 19 e 25%), com caracteristicas similares as obtidas de fontes bovinas
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que adicionalmente, possuem propriedades funcionais e caracteristicas antioxidantes,
similares a  gelatina bovina (KITTIPHATTANABAWON et al., 2010b;
KITTIPHATTANABAWON et al.,, 2010c). Finalmente, a producdo de hidrolisados
protéicos a partir de coldgeno extraido de peles de peixe tem sido estudada com o objetivo
de obter produtos com capacidade antioxidante e antihipertensiva (YOU et al., 2010; KIM

et al., 2001; ZHUANG et al., 2010).

2.2, HIDROLISE PROTEICA

2.2.1. ASPECTOS GERAIS

Os hidrolisados protéicos podem ser definidos como proteinas que tiveram suas
cadeias polipeptidicas rompidas, quimica ou enzimaticamente, € convertidas em fragmentos
de peptideos de tamanhos varidveis (SKANDERBY, 1994). Tanto os peptideos como as
protefnas sdo formados por uma seqii€éncia de aminodcidos unidos por ligacdes peptidicas,
nas quais o grupo carboxila de uma molécula se liga covalentemente com o grupo amina de
outra molécula. O tamanho dos peptideos € varidvel, iniciando a partir da unido de dois
aminodcidos. Embora a demarcacdo entre um peptideo e uma proteina ndo esteja bem
estabelecida, pode ser chamado de proteina aquela cadeia que contém pelo menos 50
aminodcidos, e o termo poli-peptideo pode ser usado para nomear tanto a peptideos quanto

a proteinas (IRVINE, 1997).

Dentre os métodos mais usados para a produgdo dos hidrolisados protéicos
destacam-se: o método quimico (o mais antigo e mais difundido na industria para a
producdo de fertilizantes e alimentos para animais), onde a hidrélise € feita pela adi¢ao de

solucdes dcidas ou bdésicas. O procedimento mais recente € o método onde sdo utilizadas
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enzimas proteoliticas, endégenas ou exdgenas, tendo um enorme campo de aplicacdo na

geracdo de produtos de alto valor nutritivo e funcional (KRISTINSSON e RASCO, 2000a).

O uso de enzimas no processamento de peixe e de seus residuos tem sido
extensivamente estudado na ultima década. A principal vantagem € que o método promove
um melhor controle sobre o processo de hidrélise (se comparado com os outros métodos),
permitindo a obten¢do de um hidrolisado de melhor qualidade e funcionalidade (SHAHIDI
et al., 1995). De acordo com a literatura, tais resultados ndo foram atingidos pelos
processos de hidrélise quimica ou por enzimas enddgenas. Uma lista de estudos sobre a
obtencao de hidrolisados a partir de diferentes residuos de pescado € apresentada na Tabela

2.2.

Em geral, a hidrélise enzimadtica reduz a viscosidade e aumenta a solubilidade e
digestibilidade da proteina, mantendo ou melhorando o valor nutricional da mesma
(RAKSAKULTHAI e HAARD, 2003). Porém, o principal problema na hidrélise de
proteinas € o desenvolvimento do sabor amargo, cuja intensidade depende tanto do grau de
hidrélise (GH) quanto da composicdo aminoacidica da proteina a hidrolisar. O
desenvolvimento do sabor amargo, durante a hidrélise protéica, estd associado a liberagao
de fracdes hidrofébicas de peptideos. O amargor € maximo quando ambos os grupos o-
carboxil e o-amino de um aminodcido hidrofébico participam das ligacdes peptidicas
dessas fragcdes hidrofébicas. Por outro lado, o amargor é mais fraco quando o aminoécido
hidrofébico estd localizado na posi¢ao terminal da cadeia peptidica e mais fraco ainda,
quando o aminodcido estd na forma livre. Tém sido reportados como aminodcidos
hidrofébicos o triptofano, arginina, prolina, leucina, fenilalanina, isoleucina, valina e

tirosina (RAKSAKULTHAI e HAARD, 2003; SYNOWIECKI et al., 1996).
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Tabela 2. 2. Hidrolisados protéicos produzidos a partir de diferentes residuos de pescado.

NOME N
SUBSTRATO CIENTIFICO ENZIMA USADA REFERENCIA
Cabecae viscerasde ¢ o1y qurita Alcalase® SOUISSI et al. (2007)

sardinela lombuda

Carne e 0sso de
corvina

1 )3 2
Carne ', Residuos™ e
. 3 .
Visceras” de sardinha

Carne’ e residuo
industrial * de
bacalhau do Atlantico

Carne’ e cabega® de
salmao

Pele de carpa de limo

Pele de pota

Residuo de
caranguejo

Residuo industrial de
atum

Residuo industrial de
inddstrias pesqueiras

Residuo industrial de
raia longa

Visceras de bacalhau
do Atlantico

Visceras de choco-
vulgar e sardinha

Pennahia argentata

Sardina pilchardus

Gadus morhua

Salmo salar

Ctenopharyngodon
idella

Dosidicus
eschrichitii
Steenstrup

Chionoecetes opilio

Thunnus albacares

Raja clavata

Gadus morhua L.

Sepia officinalis;
Sardina pilchardus

Alcalase® 2.4L; Neutrase®0.8L;
ProtamexTM; FlavourzymeTM;

123 ™ 3
Alcalase® 7; Protamex
™3

Flavourzyme

Validase FP6O4; Validase TSP
Conc II4; Concentrado de
proteasas alcalinas4; Corolase
LAP4; Corolase N4; Corolase
PN-L4; Corolase 70894,
Alcalase®4’5; Neutrase®4’5;
Flavourzyme™ *; Pepsina’;
Kojizyme™?

Alcalase® 2.4L°7;
Flavourzyme™ °; Corolase
7089°; Corolase PN-L°; enzimas
endégenas do ceco pildrico do
salmﬁo6;

Alcalase® 2.4L

Proteasa neutra; Properasa E;
Papaina; Pepsina

™
Protamex
Umamizima

Flavourzyme™; Kojizyme™

Enzima endégena; Papaina;
Pepsina

Alcalase®2.4L8;
Neutrase®0.8L8; Protamex™ 8;
Papal’nag, Bromelinas; Actininag;
Supermix proteasas de plantas®;
Flavourzyme™ °; Neutrase®’

ProtamexTM; Alcalase®;
Flavourzyme™

CHOI et al. (2009)

QUAGLIA & ORBAN
(1990)'; RAVALLEC-
PLE et al. (2001)%

DUMAY, et al. (2006)°

GILMARTIN &
JERVIS (2002)*;
LIASET et al.(2000)°

KRISTINSSON &
RASCO (2000b)°;
GBOGOURI et
al.(2004)’

WASSWA et al.(2007)

LIN & LI (2006)

BEAULIEU et al.
(2009)

GUERARD et al.
(2002)

NILSANG et al. (2005)
PASTORIZA et al.
(2003)

ASPMO et al. (2005)%;
SLIZYTE et al. (2005)°

KECHAOU et al.
(2009)
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O processo de obtencdo de hidrolisados com baixo grau de hidrélise (GH = 5%)
permite obter produtos menos amargos. Contudo, isto tem como desvantagem o baixo
rendimento. Neste caso, a adicdo de algumas exopeptidases, pode contribuir na obtencao de
hidrolisados menos amargos (ADLER NISSEN, 1985; RAKSAKULTHAI e HAARD,

2003).

A vantagem da incorporacdo dos hidrolisados protéicos de peixe na nutri¢do e
alimentacdo humana é considerdvel, j& que os mesmos sdo uma excelente fonte de
peptideos simples e aminodcidos essenciais, destacando-se a grande quantidade de lisina

presente nestes produtos (YANEZ et al., 1976).

2.2.2. CINETICA ENZIMATICA NA HIDROLISE PROTEICA

O conhecimento da cinética de reacdes biotecnoldgicas € um pardmetro importante
para a projecdo de bioreatores e a obtencdo de produtos com uma determinada
caracteristica ou funcionalidade. Porém, o estudo da cinética de hidrdlise enzimatica de
proteinas € complicado, devido a existéncia de diferentes tipos de ligacdes peptidicas e a
diferente acessibilidade dessas ao ataque enzimadtico. Existe entdo dificuldade em
estabelecer modelos cinéticos para a hidrélise de macromoléculas. Se o modelo for muito
simples, a sua representacdo inadequada do mecanismo real limitard sua aplicagao,
enquanto que um modelo complicado dificulta sua andlise estatistica. Nesse caso, uma
equagao empirica simples da variacdo do grau de hidrélise pelo tempo (Eq. 2.1) pode ser
aplicada para expressar as curvas de hidrélise (MARQUEZ e VAZQUEZ, 1999;

MARQUEZ e FERNANDEZ, 1993).
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d(GH
% =axexp [-bxGH] 2.1

Onde:

GH= grau de hidrélise (%); t = tempo (min);
a = parametro empirico de cinética de hidrélise (min-1)

b = pardmetro empirico de cinética de hidrélise (adimensional)
Essa equacgdo de cinética considera uma reacdo de ordem zero, com uma simultanea

inativacdo da enzima de segunda ordem. Entdo, se a reagdo for:

K|
E+S—ES — E+P (2.2)

A taxa de reacdo serd determinada pelo estdgio irreversivel:

d(GH
r=8) <= =Ky |ES| 2.3)

Onde:

E = enzima; S = substrato; ES = complexo enzima-substrato;
P = produto; r = taxa de rea¢do (g/L.min);

So = concentracdo inicial de substrato (g/L);

LES[= concentragdao do complexo enzima-substrato (AU/L); e

Ky = constante da cinética de hidrélise enzimatica (g/AU.min).

Se a reacdo de inativacdo da enzima for:

K
E+ES = E+E,+P (2.4)

Entdo a equagdo da cinética para esse processo € dada por:
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d
- = =K4|E|[ES| 2.5)

Onde:

Ei = enzima inativa; e = concentrac¢do de enzima (AU/L);
LIE[ = concentracdo de enzima (AU/L);

K4 = constante da cinética de inativa¢ao da enzima (g/AU.min).

A combinagdo dos processos de hidrdlise enzimdtica e de inativagdo da enzima

resulta na seguinte equacao de taxa de hidrélise:
Ka
r=Kgeyexp [- - xGH] (2.6)
H

Finalmente temos a equacao 2.7 pela substitui¢do da equacdo 2.3 na equagao 2.6.

d(GH) _ Kpey

Kq
p S exp [ X, xGH] 2.7

Comparando as equacdes 2.1 e 2.7, pode-se obter a relacdo entre os parametros “a”

e “b” com as constantes de hidrélise e inativacao de enzima:

a=K,, & (2.8)
So
_Ka
b= Ky (2.9)

Considerando que o GH ¢ igual a zero na condic¢do inicial (t = 0), a integracdo da
equacdo 2.7 nos deixa uma expressdo que relaciona o grau de hidrélise em funcido do

tempo:
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GH= % In(1+abt) (2.10)

2.2.3. CARACTERIZACAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS.

2.2.3.1. VALOR NUTRICIONAL DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

O valor nutritivo de uma proteina depende principalmente da sua capacidade de
satisfazer as necessidades de nitrogénio e aminodcidos essenciais. Entre os métodos mais
usados para a determinacdo da qualidade nutricional de uma proteina in vitro estdo a
composi¢do de aminodcidos, o Escore de Aminodcidos essenciais (EA) e a razdo de

eficiéncia protéica, cujo termo em inglés é Protein Efficiency Ratio (PER).

O escore de aminodcidos essenciais (EA) € um parametro utilizado para comparar
os teores de aminodcidos essenciais de uma amostra com um padrdo de referéncia, onde na
maioria dos casos é usado o padrdo de referéncia da FAO/WHO (1991). O Escore de

aminodcidos essenciais pode ser calculado através da equacao:

Teor de aminoacido essencial na amostra
A= 2.11)

Teor de aminoacido essencial no padrao de referéncia

A anélise de PER consiste na medicao do ganho de peso em ratos alimentados com
uma dieta contendo 10% da proteina, testada durante um tempo determinado. No entanto,
esse é um método caro e demorado (SLIZYTE et al., 2005). Segundo Alsmeyer et al.
(1974), quantidades relativas de vdrios aminodcidos, na composi¢do da proteina dos
alimentos podem ser usadas como estimadores confidveis da sua qualidade. N@o obstante,
outros autores afirmam que os valores de PER nao refletem a verdadeira qualidade da

mesma por carecer de precisdo e ndo guardar relagdo proporcional com outros valores
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experimentais (ABDUL-HAMID et al., 2002). Mesmo assim, estimativas de PER, a partir
de modelos empiricos com base na composi¢cdo de aminodcidos, tem sido feitas por
diversos autores com fins comparativos, para a caracterizacdo de diferentes hidrolisados
protéicos tais como: visceras de atum, peito de frango, residuos de bacalhau, tildpia, entre
outros (OVISSIPOUR, et al., 2010; KUROZAWA, et al., 2008; SLIZYTE et al., 2005;

ABDUL-HAMID, et al., 2002).

Os modelos mais usados para a predicao da razdo de eficiéncia protéica, a partir da
composi¢ao de aminodcidos da proteina propostos por Lee et al. (1978) sao apresentados a

seguir:

PER,=0,08084[X-]-0,1094 (2.14)

PER,,=0,06320[X,,]-0,1539 (2.15)

Onde:

X7 = Treonina + Valina + Metionina + Isoleucina + Leucina + Fenilalanina +
Lisina;

X0 = X7 + Histidina + Arginina + Tirosina.

2.2.3.2. DISTRIBUICAO E TAMANHO DE PEPTIDEOS NOS HIDROLISADOS PROTEICOS

Os hidrolisados podem ser destinados a diferentes usos, dependendo do peso
molecular dos peptideos nele presentes. Se o objetivo for obter produtos com alto valor
terapéutico e nutricional, entdo os hidrolisados protéicos terdo que ser ricos em peptideos
de baixo peso molecular e com a menor quantidade de aminoécidos livres possivel. Nao
obstante, tem sido reportado que peptideos maiores (mais de 20 residuos de aminoécidos)

estdo associados a melhora da funcionalidade das proteinas (GUERARD, 2006).
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Mahmoud (1994) classificou os hidrolisados protéicos em duas categorias: proteinas
altamente hidrolisadas, compostas majoritariamente por aminodcidos livres e peptideos de
cadeia curta (di e tri-peptideos), e proteinas parcialmente hidrolisadas com moléculas
maiores que 5 kDa. Segundo o autor, o primeiro grupo de proteinas ajuda a reduzir
substancialmente algumas reagdes alergénicas, e por isso, tem sido usadas para a
formulacao de produtos hipoalergénicos para criangas. No caso das proteinas parcialmente
hidrolisadas, o uso tem sido focado na preparacdo de dietas especializadas e suplementos
alimenticios como fonte de nitrogénio. Segundo Vercruysse et al. (2005), os peptideos
bioativos podem afetar diversas funcdes fisiolégicas do organismo, por apresentar
capacidades antihipertensivas, imunomoduladoras, antitrombdticas, antioxidantes,
anticancer e antimicrobiana. Esses peptideos sdo inativos dentro da sequencia da proteina
de origem, mas podem ser liberados por protedlise mediante hidrélise enzimdtica ou

fermentagdo com microorganismos.

Dentre os métodos mais utilizados para a determinac¢do do tamanho de peptideo em
hidrolisados protéicos estdo a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE e TSDS-

PAGE) e a cromatografia de exclusao molecular (SE-HPLC)

z

A eletroforese € um método utilizado para conseguir maior percepcdo na
composi¢do, hidrélise ou qualquer outra modificacdo que possa acontecer nas proteinas.
Entre as principais aplicagdes da eletroforese de proteinas estdo a comparagao de amostras,
avaliacdo de pureza, purificacdo de pequenas quantidades de proteinas para andlises
posteriores e determinagcdo das caracteristicas fisicas, tais como peso molecular, ponto
isoelétrico e composicdo das subunidades. Na eletroforese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl

Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e TSDS-PAGE (Tricine-Sodium Dodecyl
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z

Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), a amostra é aplicada a um gel de
poliacrilamida e seus componentes sdo separados por aplicacdo de campo elétrico através
do gel. A separacdo ocorre quando as proteinas sao desnaturadas por aquecimento em uma
solucdo tampdo contendo SDS com o agente redutor 2-mercaptoetanol. Os polipeptideos
desnaturados adotam uma estrutura que possui uma relacdo uniforme carga:massa e que €
proporcional ao seu peso molecular, assim, a separacdo € dependente da carga e do
tamanho das proteinas na amostra. A diferenca entre as duas técnicas de eletroforese esta na
resolucdo, sendo que a TSDS-PAGE permite a separacdo de peptideos com tamanho
inferior a 10 kDa, enquanto a outra técnica oferece melhor resolucdo para peptideos
maiores que 10kDa (WROLSTAD et al., 2005; SCHAGGER e JAGOW, 1987; BIO-RAD,

2007).

Cromatografia de exclusao molecular (Size Exclusion — High-Performance Liquid
Chromatography SE-HPLC) é um termo aplicado para a separacdo cromatografica de
moléculas com base no seu tamanho. Um pequeno volume de amostra € aplicado sobre uma
coluna, que contém camadas de materiais porosos cujo tamanho é compativel com o
tamanho de molécula que se deseja separar. A amostra diluida na fase mével (eluente) é
conduzida através da coluna e o tamanho de soluto presente na mesma determina o grau de
penetracdo dentro dos poros. As moléculas, que sdo totalmente excluidas da coluna,
emergem em primeiro lugar e os pesos moleculares podem ser determinados por
cromatografia de moléculas maiores. As moléculas que entram livremente nos poros da
coluna t€m acesso a um espago adicional, chamado volume interno de poro. Essas

moléculas emergem seqiiencialmente segundo o seu tamanho, até que estejam

suficientemente pequenas para ser distribuidas livremente dentro ou fora dos poros da
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coluna. No caso de hidrolisados protéicos, as moléculas de peptideos com peso molecular
maior (parcialmente hidrolisadas) emergem mais rapidamente da coluna e pelo contrario, os
peptideos de baixo peso molecular (que dependendo do grau de hidrdlise atingido, podem
ser tri e di-peptideos ou inclusive aminodcidos livres) emergem da coluna com tempos de

retencao maiores (IRVINE, 1997).

Dentre as principais aplicagdes do SE-HPLC, com respeito a anélise de peptideos
estdo: purificacdo e andlise de pureza, rapida estimativa de peso molecular e estudo das
interacdes, por auto-associacdo ou associacdo com outras moléculas. Dentre estas
aplicacdes, a estimativa de peso molecular é a mais difundida. O peso molecular de um
peptideo pode ser estimado a partir de uma curva que relaciona o tempo de reten¢ao de uma
mistura de padrdes com peso molecular conhecido, com o logaritmo do peso molecular dos

mesmos.

2.2.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM HIDROLISADOS PROTEICOS

Durante a respiracdo e metabolismo, radicais livres e substancias reativas com o
oxigénio e/ou nitrogénio (ROS/RNS: Reactive Oxygen/Nitrogen Species), sdo gerados
naturalmente como subprodutos de reagdes como, por exemplo: producdo de energia,
degradacdo de lipideos e formagdo de catecolaminas devido ao estresse ou processos
inflamatérios. Essas substancias sdo eliminadas do corpo mediante um sistema de enzimas
(superoxido dismutase, peroxidase, glutationa peroxidase) e algumas substancias quimicas
(dcido ascorbico e algumas proteinas), mantendo dessa forma o equilibrio. Quando a
formacdo de pro-oxidantes excede a capacidade antioxidante do organismo, os danos

oxidativos em biomoléculas chave para o funcionamento do organismo (DNA, enzimas,
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proteinas e lipideos) sdo acumulados, resultando na apari¢do de diferentes patologias
degenerativas, tais como cancer, ulceras gastricas, mal de Alzheimer, arterioesclerose,
diabetes, entre outras (DI BERNARDINI et al., 2011; SHEIH, et al., 2009; VENUGOPAL,

2009; PIHLANTO, 2006).

Em alimentos, as reacdes de oxidacdo sdo a causa de diversas alteracdes nos
parametros de qualidade como textura, sabor, cor e valor nutricional, provocando a
diminui¢do da vida util e rejei¢do por parte do consumidor. Em alguns casos ocorre a
formacdo de produtos potencialmente téxicos para a saide humana (LIN e LIANG, 2002).
Entre os compostos responsaveis por essas alteragdes estdo alguns anions superdxido e

radicais hidroxila (SHAHIDI e ZHONG, 2006)

Antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada a um substrato oxiddvel, atrasa ou inibe a
oxidagdo desse substrato de maneira eficaz (RUFINO et al., 2006). Pode ter diferentes
funcdes dependendo da sua aplicacdo. Os antioxidantes em alimentos sdo substancias que
podem retardar ou prevenir as reagdes de oxidacdo lipidica e estender a vida ttil dos
produtos. Por outro lado, o consumo de antioxidantes previne a formagao de radicais livres
e outro tipo de substancias reativas com o oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS), protegendo o
organismo contra o efeito do estresse oxidativo, e permitindo a reducao do risco de contrair
doencas, tais como as anteriormente mencionadas. Dentre os principais tipos de
antioxidantes estdo os inibidores de reagdes em cadeia, sequestradores de metais, inibidores
de enzimas oxidativas e cofatores de enzimas antioxidativas (HUANG, et al., 2005;

SHAHIDI e ZHONG, 2006).
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Na dltima década, diversas pesquisas t€ém estudado as propriedades antioxidantes
dos hidrolisados protéicos, produzidos a partir de diferentes produtos marinhos, assim
como dos seus residuos industriais, como por exemplo: carne de cadoz, carne de carpa
capim, carne de cavala, espinhas de bacalhau, residuos protéicos de algas, pele de bigeye
snapper, proteina solivel de atum, pele e espinhas de escamudo-de-Alaska, residuos de
peixe-espada, isolados protéicos de bagre e peles de linguado e lula (YOU et al., 2009;
REN et al, 2008; WU et al., 2003; SLIZYTE et al., 2009; SHEIH et al., 2009;
PHANTURAT et al., 2010; HSU et al., 2009; KIM et al., 2001; JE et al., 2005; BATISTA
et al., 2010; THEODORE et al., 2008; GIMENEZ et al., 2009). De acordo com Di
Bernardini et al. (2011), a atividade antioxidante de alguns peptideos ou aminoacidos pode
estar associada a afinidade particular dessas moléculas com lipideos ou &dcidos graxos, ou

também a composicao especifica de aminoécidos.

Algumas pesquisas tém relacionado a capacidade antioxidante dos hidrolisados
protéicos com o peso molecular de seus peptideos. A capacidade antioxidante de proteinas
de batata, estudada por Wang e Xiong (2005), foi relacionada aos peptideos de baixo peso
molecular (<6 kDa) e aos aminodcidos livres (residuos de cisteina e triptofano). Je et al.
(2005) fracionaram o hidrolisado protéico de pescado (Alaska pollack) de acordo com o
peso molecular, e observaram maior capacidade antioxidante na fragdo de menor peso
molecular (<1 kDa). Aminodcidos como tirosina, metionina, histidina, lisina, triptofano
(CHEN et al., 1996; PENA-RAMOS et al., 2004), prolina (MENDIS et al., 2005; PENA-
RAMOS et al., 2004), glicina, alanina (MENDIS et al., 2005), treonina (AMAROWICZ e
SHAHIDI, 1997) e cisteina (SINHA et al., 2006) apresentam capacidade de retardar a

oxidacao lipidica.
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Para a determinacdo da atividade antioxidante tém sido sugeridas intmeras
metodologias, as quais podem ser divididas em dois grandes grupos: os métodos in vivo e
os métodos in vitro. Os ensaios in vitro sdo os métodos mais usados para a determinagdo da
atividade antioxidante dos hidrolisados protéicos, contudo, ensaios in vivo devem ser
realizados para assegurar que os peptideos identificados nos ensaios in vitro estejam
disponiveis apds a ingestdo e cumpram com sua funcdo em sistemas Vivos

(VERMEIRSSEN et al., 2004).

Baseados nas reacdes quimicas envolvidas nos ensaios de capacidade antioxidante,
os ensaios in vitro podem ser divididos em duas categorias: ensaios baseados em reagdes de
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT-Hydrogen Atom Transfer) e os ensaios
baseados em reagdes de transferéncia de elétrons (ET — Electron Transfer). Os ensaios HAT
envolvem um gerador sintético de radicais livres, uma substancia oxiddvel conhecida e um
antioxidante, sendo a quantificacdo feita a partir de curvas cinéticas das reacdes
competitivas. O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e o ensaio TRAP
(Total Trapping Antioxidant Parameter) sao os mais usados dentro dessa categoria. Ja os
ensaios ET medem a capacidade de um antioxidante, para a captura de radicais, em vez de
medir a capacidade antioxidante preventiva de alguma amostra. Esses métodos consistem
na reacdo de dois compostos, um antioxidante e um oxidante (com caracteristicas
conhecidas). Nesse caso, o oxidante subtrai um elétron do antioxidante produzindo
mudancas na cor do oxidante, sendo essa mudanca, proporcional a concentracdo de
antioxidante presente na amostra. Para a determinagdo da atividade antioxidante, a variacao
da absorbancia produzida pelas amostras é comparada a varia¢do de absorbancia produzida

por solucdes de concentracdo conhecida de uma substincia antioxidante através de uma
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curva padrdo. Entre os métodos ET mais usados na literatura para a determinacdo da
atividade antioxidante em hidrolisados protéicos encontram-se os ensaios: TEAC (Trolox
Equivalence Antioxidant Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e DPPH

(2.2-dyphenyl-1-picrylhydrazyl) (HUANG et al., 2005).

O método TEAC foi reportado inicialmente por Miller et al. (1993), e modificado
posteriormente por Re et al. (1999). O oxidante é formado pela oxidagdo de 2,2°-
azinobis(acido 3-etilbenzotiazoline-6-sulfénico) (ABTSZ') com persulfato, originando o
radical ABTS™ de coloracdo verde azulada intensa. Ap6s diluicdo e adicdo da substincia
antioxidante, ocorre uma descoloracdo do radical produzido pela redugdo provocada pelo
antioxidante no mesmo (Figura 2. 1). A diferenca entre a cor do radical antes da adi¢do do
antioxidante e a cor final apds o tempo de reacdo € usada para o cdlculo dos resultados, os

quais sao geralmente expressos em equivalentes de trolox (TE) ou de 4cido gélico (GAE).
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Figura 2. 1. Mecanismo de reagdo do radical ABTS" em contato com o antioxidante para a
determinacdo da atividade antioxidante pelo método TEAC. (adaptado de
HUANG, et al. (2005)).

O método FRAP, que mede a capacidade de reducdo de um ion férrico, foi relatado
inicialmente por BENZIE e STRAIN (1996). Neste método a substancia oxidante é um sal

férrico (Fe(III)(TPTZ),Cl3) de coloragdo laranja, produzido pela mistura de TPTZ (2,4,6-
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tripyridyl-s-triazine) com cloreto férrico e tampao acetato. A diferenca entre o método
TEAC e o FRAP esta no pH de reacdo, sendo utilizado um pH de 7.4 para o TEAC e
condi¢des mais dcidas para o FRAP (pH = 3,6). A reducdo do ferro produz a mudanga na
cor do oxidante de laranja claro para azul intenso, segundo o mecanismo de reagdo
apresentado na Figura 2.2. A intensidade de cor é comparada com aquela produzida por

solugdes de concentracdo conhecida de sulfato ferroso.
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Figura 2.2 Mecanismo de redug¢do do fon férrico para a determinacdo da atividade
antioxidante pelo método FRAP (adaptado de HUANG, et al. (2005))

2.3. SECAGEM POR SPRAY

2.3.1. ASPECTOS GERAIS

A secagem € uma operacdo complexa que envolve transferéncias de calor e massa
em diferentes taxas, assim como transformacgdes fisicas e/ou quimicas, e que pode causar
mudancas na qualidade e caracteristicas do produto. As mudancas fisicas que decorrem de
um processo de secagem incluem: contragdo, puffing, cristalizacio, variacao da temperatura
de transicdo vitrea, entre outras. Em alguns casos, podem ocorrer reagdes quimicas ou
bioquimicas tanto desejdveis quanto indesejaveis, levando a mudangas na cor, textura, odor,

ou outras propriedades do produto sélido (MUJUMDAR, 2008)
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Spray drying, ou secagem por atomizagdo, ¢ uma técnica pela qual um produto
liquido € atomizado para criar goticulas que sdo secas e transformadas em particulas
individuais, na forma de pd, granulos ou aglomerados, quando conduzidas através de um
meio gasoso quente, na maioria dos casos ar. O material alimentado ao atomizador pode
ser uma solugdio, uma suspensio ou uma pasta (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005;

GHARSALLAOUTI et al., 2007).

A primeira aplicacdo desta tecnologia foi relatada para a fabricacdo de leite em po
em 1850 e, atualmente, constitui um dos métodos mais importantes para a secagem de
alimentos fluidos. As baixas temperaturas das particulas durante a secagem e os tempos
curtos de processo permitem a aplicagdo dessa tecnologia para a secagem de produtos

termo sensiveis (FILKOVA et al., 2007).

Entre as principais vantagens do uso desse método de secagem temos (XIN e

MUJUMDAR, 2010):

. As propriedades e a qualidade do produto sao mais eficientemente preservadas.

. Os alimentos sensiveis ao calor, como produtos bioldgicos e farmacéuticos, podem
ser secos a pressdo atmosférica e baixas temperaturas.

. Grandes produgdes em operacao continua, com equipamento relativamente simples,
produgdo de particulas relativamente uniformes e esféricas com aproximadamente a
mesma propor¢do de compostos volateis do produto inicial.

. A eficiéncia é compardvel a outros tipos de secadores diretos e o processo apresenta

baixo custo.
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O processo de secagem por atomizacdo consiste das seguintes etapas: inicialmente,
o fluido é bombeado até um atomizador, o qual pode ser dos tipos: rotatério, bico
pressurizado, bico pneumdtico ou bico ultrasdnico. O atomizador usualmente estd
localizado na parte superior do interior da cdmara de secagem. O ar de secagem, tomado do
ambiente, passa por um filtro e depois através de um equipamento aquecedor, que
dependendo da capacidade pode ser: um trocador de calor a base de 6leo ou vapor, ou com
resisténcias elétricas. Na camara de secagem, o ar aquecido entra em contato com as
goticulas produzidas no atomizador, provocando uma evaporagdo instantinea da 4gua
contida na solucdo de alimentacdo, mantendo a temperatura das particulas baixa.
Simultaneamente, acontece um resfriamento no ar de secagem. As particulas secas sdo
conduzidas pelo ar de secagem até um ciclone onde € produzida a separagdo tanto de ar
quanto de particulas secas. Finalmente o material seco é coletado na parte inferior do

ciclone (FILKOVA et al., 2007).

A atomizacgdo € a operacdo mais importante no processo de spray drying. Seu
principal objetivo € a geragdo de uma fase dispersa (na forma de goticulas), na qual os
processos de transferéncia de massa e calor s@o intensificados devido ao incremento da 4rea
de contato. O tipo de atomizador ndo s6 determina a quantidade de energia requerida para
formar a atomizag¢do mas também o tamanho e a distribui¢do de tamanho das goticulas e a
sua trajetéria e velocidade, as quais influenciam no tamanho de particula e na drea de
contato e taxa de evaporacdo. O design da camara de secagem € também influenciado pela
escolha do tipo de atomizador. Outras varidveis importantes no processo de secagem por
spray drying sdo: a temperatura do ar de entrada e saida, a velocidade e a umidade do ar de

entrada e, finalmente, a vazao de alimentacdo e a concentragao de sélidos do material a ser
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seco. Todas essas varidveis possuem influéncia marcada nas caracteristicas fisico-quimicas
dos p6s produzidos por spray drying, e podem ser controladas com o objetivo de aumentar
os rendimentos e produzir um produto com caracteristicas especificas de qualidade
(FRITSCHING, 2006; RE, 1998; O'HAGAN et al., 2005; GOULA ¢ ADAMOPOULOS,

2008).

Seydel et al. (2006) modelou matematicamente a formacdo de particulas dentro de
um spray dryer baseado em um modelo fisico que descreve a formagdo da particula
durante a secagem. No primeiro estigio de secagem, a goticula de solucdo produzida no
bico atomizador sofre um processo de encolhimento devido a evaporacao do solvente (neste
caso agua), e a concentracdo de soluto na superficie da goticula aumenta continuamente.
Quando a concentracdo de soluto ultrapassa a concentragdo de saturagdo, entdo um
processo de cristalizacdo € iniciado. Se a concentracdo de soluto na superficie da goticula
for suficientemente alta, uma casca sélida é formada ao redor da goticula liquida. Pelo
perfil de concentracdo do soluto e os movimentos internos da goticula, os solutos sao
concentrados na parede da particula, com excecdo de processos onde o encolhimento da
goticula € lento. Neste caso, a particula serd menor e tenderd a se formar no centro da
goticula. O segundo estagio da secagem comeg¢a quando a dgua presente na superficie da
goticula € evaporada completamente, originando uma estrutura sélida em forma de crosta.
Nesse caso, a temperatura no interior da goticula pode exceder a temperatura de bulbo
umido e a transferéncia de massa de vapor até a superficie da goticula € restrita pela casca
formada, gerando-se uma bolha de vapor dentro da goticula. No caso do solvente ser
transportado a superficie por forcas capilares, entdo a pressdo interna da goticula cai e

particulas ocas sao geradas. Pelo contrério, se a casca formada for impermedvel, as pressoes
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internas podem ultrapassar a resistencia mecanica da casca, entdo sdo originadas particulas

com diferentes morfologias, tais como estruturas quebradas ou encolhidas.

Parede porosa

Iro. estigio de secazem 2do. estigio de secazem

Figura 2.3. Estdgios para a formacgdo das particulas durante o processo de secagem por
atomizacao (Adaptado de SEYDEL et al., 2006)

2.3.2. SECAGEM DE HIDROLISADOS PROTEICOS POR ATOMIZACAO

Os hidrolisados protéicos em geral sdo altamente pereciveis, devido principalmente
ao seu alto teor de umidade e alto conteiido de proteina (ADLER-NISSEN, 1985). Neste
contexto, a secagem por atomizacdo pode ser aplicada para a redu¢do da umidade dos
hidrolisados protéicos, visando a conservacdo dos mesmos. Contudo, os hidrolisados
protéicos desidratados por spray drying, sdo altamente higroscopicos e possuem uma
temperatura de transicao vitrea (Tg) baixa devido ao alto teor de peptideos de baixo peso
molecular e a sua estrutura amorfa. Sendo a temperatura de transi¢do vitrea dependente do
peso molecular, diversos materiais de maior peso molecular tém sido adicionados aos
hidrolisados protéicos para melhorar a sua estabilidade e reduzir a sua higroscopicidade

(ROOS e KAREL, 1991).
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Kurozawa (2009) reportou que a adicdo de agentes carreadores tais como goma
ardbica e maltodextrina (DE=10) contribuiram para a melhora da estabilidade do
hidrolisado protéico de peito de frango, pela reducio da higroscopicidade e pelo acréscimo
na temperatura de transicdo vitrea. Em outro trabalho, Rocha et al. (2009) estudaram a
eficiéncia do uso de maltodextrinas, com equivalentes de dextrose diferentes (DE= 10 e
20), na microencapsulacdo de hidrolisados protéicos de caseina usando spray drying. Os
autores observaram que ambos os materiais de parede foram efetivos para a reducdo da
higroscopicidade e do sabor amargo dos hidrolisados. Favaro-Trindade et al. (2010)
avaliaram diferentes misturas de isolado protéico de soja e gelatina, com o objetivo de
melhorar a estabilidade e reduzir o sabor amargo de um hidrolisado protéico comercial de
caseina, usando spray drying. Todas as formulacOes testadas apresentaram uma
higroscopicidade menor e uma temperatura de transi¢do vitrea 25°C acima dos resultados
para o hidrolisado de caseina puro. Além disso, a mistura de materiais de parede foi efetiva

para a redu¢do do sabor amargo do hidrolisado de caseina.

Embora a hidrdlise protéica a partir de diferentes fontes marinhas e os seus residuos
industriais tenha sido estudada amplamente, poucos trabalhos na literatura reportam o uso
de agentes carreadores e spray drying para a conserva¢do ou melhora da estabilidade dos
hidrolisados protéicos obtidos a partir destas fontes. Abdul-Hamid et al. (2002), avaliaram
o impacto da temperatura de secagem na qualidade nutricional dos hidrolisados protéicos
produzidos a partir de tildpia. Os autores reportaram que uma reducdo significativa no
contedido de todos os aminodcidos foi produzida quando usadas altas temperaturas de
secagem (180°C). Cabe ressaltar que nesse trabalho ndo foi usado nenhum tipo de material

de parede. Liu et al. (2010) pesquisaram a otimizacdo do processo de hidrélise enzimatica
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de caranguejo marinho, indicando que o método por spray drying pode ser aplicado para a
preparagdo de temperos para macarrdo instantaneo a base desse hidrolisado. No entanto,
apenas uma condicdo de secagem foi avaliada: temperatura de ar de entrada de 215°C e

adicao de 10% de maltodextrina.

Os pos obtidos a partir de hidrolisados protéicos possuem potencial uso na
elaboracdo de féormulas balanceadas para atletas, dietas para pessoas com problemas de
digestdo ou absorcdo deficiente de proteinas, suplementos alimentares e alimentos
nutracéuticos ou funcionais. Além disso, o uso pode ser estendido para a alimentagdo

animal (ADLER NISSEN, 1985; KRISTINSSON e RASCO, 2000a).

2.3.3. MALTODEXTRINA

As maltodextrinas sdo polissacarideos nutritivos nao doces formados pela hidrolise
parcial, dcida ou enzimética, do amido de milho e constituidas de grupos de D-glicose com
ligacoes o (1—4). Estes agentes carreadores sao comercializados em diferentes
equivalentes de dextrose (DEs). Para ser chamada de maltodextrina o hidrolisado de amido
deve possuir um DE inferior a 20; do contrdrio o mesmo hidrolisado serd chamado de

xarope de milho (SHAHIDI e HAN, 1993; MADENE et al., 2000).

z

Segundo Blanchard e Katz (2006), conforme o amido € progressivamente
hidrolisado, grupos redutores terminais adicionais s30 expostos junto com O
monossacarideo reduzido dextrose (D-glicose), que é o produto final em teoria. Entdo o
poder redutor do produto € uma medida do grau de clivagem do amido. Se esse “poder
redutor” for calculado como dextrose e expresso como porcentagem da matéria seca,
teremos a definicdo de equivalente de dextrose. O equivalente de dextrose possui uma
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relacdo inversamente proporcional ao grau de polimerizacdo (Degree of Polimerization-
DP), que neste caso particular, expressaria o nimero de unidades a-D-glicose, unidas por

enlaces (1—4).

Dentre as principais vantagens do uso de maltodextrina como agente carreador estao
a alta solubilidade em 4gua (até 35,5% dependendo do DE), baixo custo, baixa viscosidade
em altas concentragdes e a sua disponibilidade em diferentes pesos moleculares. Do ponto
de vista das emulsdes, as maltodextrinas ndo possuem capacidade emulsificante devido a
auséncia de proteina na sua composi¢do, o que a torna inadequada para a retengcdo de

compostos volateis (GHARSALLAOUI et al., 2007; MADENE et al., 2006 ).

Ademais, as maltodextrinas possuem muitas propriedades funcionais importantes
para a indistria de alimentos, dentre as quais se destacam: bulking, inibidor da
cristalizacdo, promotor de dispersdes, controlador de congelamento e ligante. Sao
amplamente usadas na industria de alimentos como substituto de gorduras, agente bulking e
na encapsulacdo de flavors e corantes para uso em padaria, confeitaria, e indudstrias de

bebidas, laticinios, sobremesas, carnes e molhos (XIE et al., 2005).

2.3.4. CARACTERIZACAO DE PARTICULAS OBTIDAS POR SECAGEM POR

ATOMIZACAO

O conhecimento e entendimento das propriedades dos alimentos € essencial para
otimizar processos, determinar funcionalidades e reduzir custos. A caracterizacdo das
particulas envolve a descricio das propriedades primérias de pds. Tais propriedades
primdrias incluem: a forma e a densidade das particulas, que analogamente as propriedades
primdrias de um fluido (viscosidade e densidade) e a concentragdo e estado da dispersao,
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determinam algumas propriedades secunddrias tais como: velocidade de sedimentagdo, taxa

de reidratacdo, resisténcia para filtragem, entre outras (ORTEGA-RIVAS, 2005).

As propriedades de um pé podem ser classificadas como propriedades fisicas ou
quimicas. As propriedades fisicas incluem a forma da particula, densidade, porosidade,
caracteristicas superficiais, dureza, didmetro e tamanho de particula. Ja4 as propriedades
quimicas dos pds estdo relacionadas com a composicdo € a interagdo com outras
substancias, tais como solventes ou algum outro componente dentro da estrutura do pé

(BARBOSA-CANOVAS e JULIANO, 2005).

A. DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA

De todas as propriedades fisicas mencionadas, o tamanho de particula é a mais
importante. A medida da distribuicdo de tamanho de particula € um método comum em
qualquer processo fisico, mecanico ou quimico devido ao fato de estar diretamente
relacionada com o comportamento do material e/ou as propriedades fisicas do produto.
Propriedades tais como a densidade e compressibilidade, além das caracteristicas de
escoamento do material sdo altamente dependentes do tamanho de particula (ORTEGA-
RIVAS, 2005; GOULA e ADAMOPOULOS, 2005). Além disso, o tamanho de particula
tem influéncia sobre os processos de manufatura de outros alimentos, afetando algumas
operacdes, como por exemplo: a reidratacdo, a mistura com outros componentes, a
compactacdo e a segregacao em uma mistura, assim como as caracteristicas sensoriais do

produto final (O'HAGAN et al., 2005; MUJUMDAR, 2008).

A distribuicdo do tamanho de particulas consiste em expressar a freqiiéncia da

quantidade de particulas sélidas em cada faixa de tamanho, que normalmente é dada em
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fracdo madssica ou volumétrica, em funcdo dos diferentes didmetros de particula
encontrados em uma amostra. A descricdo da distribuicdo do tamanho das particulas €
utilizada para caracterizar as propriedades de materiais particulados como poés, suspensoes,
emulsdes e gotas, quanto a sua abrasividade, aglomeracdo, grau de dispersdo, deposi¢ao,
fluidez, granulacdo, permeabilidade, sedimentacdo e turbidez, entre outras caracteristicas

(SATO, 2005).

Pelo fato de as particulas ndo possuirem uma forma definida e uniforme, o conceito
de diametro esférico equivalente tem sido usado para descrever a forma complexa de uma
particula através de um simples nimero, que relaciona as dimensdes de uma particula aos
didmetros de esferas de diferentes tamanhos (O’"HAGAN et al., 2005; TONON, 2009). A
forma mais usada para a determinacdo do tamanho de uma particula consiste na
determinacdo do didmetro médio de Brouckere (D[4,3]) e do didmetro médio de Sauter
(D[3,2]). O primeiro, é o mais utilizado no caso de particulas de pd, e as caracteriza pelo
diametro de uma esfera com volume equivalente. J4 o segundo determina o didmetro médio
como sendo o didmetro de uma esfera com mesma area superficial, sendo mais utilizado em

estudos relacionados aos fenomenos interfaciais (RAMALHO e OLIVEIRA, 1999).
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CAPITULO 3. HIDROLISE ENZIMATICA DE PELE DE CACAO

RESUMO

Neste capitulo, avaliou-se a hidrélise enzimatica de pele de ca¢do usando a enzima
Protamex ™ e visando a otimizagdo do processo para a recuperacdo de peptideos de baixo
peso molecular. A influéncia da temperatura (45 — 65 °C), do pH (6,8 — 8,0) e da relagcdo
enzima/substrato (1 — 5%) sobre o grau de hidrdlise, a recuperacdo da proteina e a cinética
enzimética foram avaliadas de acordo com um delineamento composto central rotacional 2°
completo. A relagdo enzima/substrato foi a varidvel mais influente sobre o processo, dentre
todas as varidveis estudadas. As condi¢des Otimas de processo foram fixadas em:
temperatura de 51 °C, relacdo Enzima/Substrato de 4,0% e pH de 7,1, condi¢des nas quais
o modelo foi validado experimentalmente. Nessas condicdes, o grau de hidrdlise atingiu
19,3%, recuperando-se 90,3% do total da proteina presente na matéria-prima. O hidrolisado
obtido foi caracterizado quanto a sua composi¢ao centesimal e de aminodcidos, assim como
ao seu tamanho de peptideo. O perfil de aminodcidos mostrou que o hidrolisado protéico de
pele de cacdo é uma boa fonte de aminodcidos essenciais. J4 o escore de aminodcidos
indicou que o hidrolisado fornece a quantidade minima diaria de aminoécidos requerida por
um adulto. No caso das criangas os aminodcidos limitantes foram a leucina e a fenilalanina.
As andlises de eletroforese e cromatografia de exclusao molecular indicaram que o peso
molecular dos peptideos presentes no hidrolisado ficou abaixo de 6,5 kDa, demonstrando a

efetividade do processo para a recuperacao de peptideos de baixo peso molecular.
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3.L.INTRODUCAO

O aproveitamento dos residuos das industrias processadoras de pescado, para a
recuperacdo de compostos bioativos, tem sido amplamente estudado nos ultimos anos,
permitindo a elaboragdo de alternativas para o tratamento eficiente desses residuos e a
reducdo da sua emissdo ao ambiente. Dessa forma, € possivel obter produtos com maior
valor agregado e maximizar os beneficios econdmicos das empresas pesqueiras (JE et al.,

2009; GUERARD et al., 2005).

Segundo o IBAMA (2007) e o Instituto de Pesca do Estado de Sdo Paulo (AVILA-
DA-SILVA et al., 2007), o cacdo azul é a espécie de cacao mais capturada e consumida em
costas brasileiras. Porém, a quantidade de residuos gerados durante o seu processamento €
grande (mais de 30% do peso total), pois s6 € aproveitada a carne comercializada fresca ou
congelada. Os residuos industriais do cag@o, o qual inclui visceras, pele e cartilagem, sdao
geralmente destinados para a fabricacdo de farinha de peixe, um produto de baixo valor
econdmico e pouco atrativo para as empresas. Considerando que a pele possui alto
conteido de proteina e baixo teor de lipideos (o qual facilitaria a separacdo da fracdo de
proteina solivel do hidrolisado), a recuperacdo de peptideos bioativos a partir dessa fonte
via hidrdlise enzimdtica, representa uma alternativa interessante do ponto de vista

econdmico e tecnoldgico.

Os peptideos bioativos estao conformados por pequenas seqiiéncias de aminodcidos,
normalmente entre 2 e 20 unidades, que podem exercer diferentes funcdes bioldgicas ou
efeitos fisioldgicos no organismo, neste caso, como carreador de minerais, antihipertensivo,

imuno-estimulante e antitrombdtico (SMACCHI e GOBBETTI, 2000). O valor nutricional
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e funcionalidade variam em funcio de diferentes fatores tais como: natureza da matéria-
prima, quantidade e composicdo de aminodcidos, estrutura e comprimento das cadeias
peptidicas, susceptibilidade a hidrélise durante a digestdo e interacdo com outros
componentes na dieta. Estes peptideos podem ser recuperados a partir de residuos de
diversas fontes protéicas, animais ou vegetais, mediante processos de hidrélise enzimatica
(usando enzimas enddgenas ou comerciais) ou através da fermentacdo com
microorganismos (ZHANG et al., 2010; DI BERNARDINI et al., 2011; VENUGOPAL,

2009; VERCRUYSSE et al., 2005; FRIEDMAN, 1996, MAHMOUD, 1994).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido realizadas visando a obtengao de
hidrolisados protéicos ricos em peptideos de baixo peso molecular mediante o uso de
diferentes enzimas e a partir de diversos tipos de residuos, incluindo musculo escuro, peles,
visceras e espinhos de vérios tipos de peixes, tais como: atum, sardinha, caranguejo, carpa
capim, bacalhau e salmao (HSU, 2010; OVISSIPOUR et al., 2010; BOUGATEEF et al.,
2010; BEAULIEU et al., 2009; SLIZYTE et al., 2005; ASPMO et al., 2005; LIASET et al.,

2003).

Algumas outras pesquisas focaram o estudo nas potenciais aplicagdes dos
hidrolisados protéicos na formulacdo de alimentos nutracéuticos e/ou produtos
farmacéuticos para a prevencgao e tratamento de algumas doencas, tais como: hipertensao,
hipercolesterolemia, alergias e cancer (LEE et al., 2010; NAKADE et al., 2009;

SICHERER E SAMPSON, 2009; CORDLE, 1994; SHEIH et al., 2010).

Dentre as principais varidveis que influenciam o processo de hidrdlise enzimadtica

estdo o tipo e concentragdo da enzima, a temperatura e o pH de reacdo e a natureza do
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substrato, o que torna o estudo das varidveis de processo importante (ADLER-NISSEN,
1985). Além disso, a descricdo da cinética de reacdo enzimdtica permite estabelecer
parametros que sdo determinantes para o escalonamento do processo, a projecdo de

equipamentos e a otimizagio do processo (MARQUEZ e FERNANDEZ, 1993).

Portanto, o objetivo do presente capitulo foi avaliar a influéncia das varidveis de
processo (pH, temperatura de reacdo e relacdo enzima/substrato) sobre o grau de hidrélise,
recuperacdo de proteina e parametros cinéticos de um modelo descrito para hidrélise de
proteinas, no processo de hidrdlise enzimatica de pele de cacdo usando a enzima
Protamex ™, bem como descrever a cinética de reacdo enzimdtica do processo. Assim
também, otimizar as condi¢cdes de processo, mediante a metodologia de superficie de
resposta, e validar experimentalmente o modelo matematico encontrado para a predicao do
grau de hidrélise. Finalmente, caracterizar o hidrolisado, obtido nas condi¢des 6timas de
processo, quanto a sua composicdo centesimal, perfil de aminoacidos e tamanho de

peptideo.

3.2.MATERIAL E METODOS

3.2.1. MATERIAL

3.2.1.1. MATERIA-PRIMA

Para a realizacdo desse trabalho, foram utilizados retalhos de pele de cacdo
congelados (residuo da industria de preparo de filés de cagdo) fornecidos pela empresa

BOM PEIXE S.A. (Pirassununga, Brasil).

50



3.2.1.2. ENZIMA

No processo de hidrélise enzimdtica da pele de cagdo foi utilizada a Protamex ™,
uma mistura comercial de serina e metaloendopeptidases do tipo alcalina, de origem
bacteriana (Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens). Sua atividade enzimatica
declarada é de 1,5 UA/g na temperatura 6tima entre 50 e 55 °C e pH 6timo entre 6,0 e 7,5,

segundo o fabricante (NOVOZYMES, Bagsvaerd, Dinamarca).

3.2.2. METODOS

3.2.2.1. COMPOSICAO CENTESIMAL

A composicao centesimal tanto da matéria-prima quanto do hidrolisado protéico foi
obtida através das andlises de umidade, cinzas e proteinas, segundo metodologia da AOAC
(1997) e lipidios segundo a metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959). As andlises

foram realizadas em triplicata.

3.2.2.2. HIDROLISE ENZIMATICA

Os ensaios de hidrdlise enzimdtica foram realizados de acordo com o procedimento
apresentado na Figura 3.1. Foi utilizado um reator de 250 mL com sistema de agitagcdo e
aquecimento (Figura 3.2) utilizando o método pH-estitico proposto por Adler-Nissen

(1985).

A pele foi cortada em cubos, del a 1,5 cm aproximadamente, manualmente usando
uma faca. Devido a dureza da matéria-prima (pela presenga de denticulos dérmicos) e com
o objetivo de facilitar o cortado, a pele de cagdo foi previamente congelada.. Uma vez

cortada, a pele de cacdo foi misturada com dgua destilada (propor¢ao pele:dgua de 1:4 p/p).
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A mistura foi aquecida até 90 °C durante 5 minutos com o objetivo de aplicar um
tratamento térmico, visando a inativacdo de enzimas enddgenas e o amaciamento dos
tecidos da pele. Dessa forma, foi facilitada a etapa posterior de homogeneizagdo. A mistura
foi homogeneizada utilizando um triturador manual e transferida para um béquer
encamisado com agitacdo magnética. A temperatura foi regulada com ajuda de um banho
termostatizado e o pH foi ajustado mediante a adicio de uma solu¢do de NaOH 1N. As
condi¢cdes de cada ensaio foram ajustadas de acordo com o planejamento experimental
descrito posteriormente. Em seguida, a enzima foi adicionada e a reacdo monitorada
durante 4 horas com ajuda de um titulador automatico (METTLER TOLEDO, modelo T50,
Schwerzenbach, Suica), utilizando-se NaOH 1N como titulante, de modo a manter o pH
constante. A partir da quantidade de base consumida, foi calculado o grau de hidrélise ao
longo do tempo e estes dados foram usados para os cdlculos dos pardmetros cinéticos,
conforme descrito mais adiante. Finalizado o tempo de reagdo, a enzima foi inativada por
aquecimento da mistura a 90°C durante 10 minutos, sendo esta posteriormente resfriada até
a temperatura ambiente. Finalmente o hidrolisado protéico foi centrifugado a 4000g por 15
minutos, utilizando uma centrifuga (BECKMAN COULTER, modelo Allegra 25R,
Fullerton, California, Estados Unidos) com objetivo de separar a fragdo insolivel. Foram
pesadas as massas do sobrenadante e do precipitado para o cdlculo da recuperagdo de

proteina.
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Figura 3.2. Sistema montado para a hidrdlise enziméatica de pele de cacdo

3.2.2.3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para o estudo da influéncia das varidveis de processo na hidrélise enzimatica de pele
de cacao foi utilizado um planejamento experimental 2’ completo, com trés pontos centrais
(nivel 0) e seis pontos axiais (niveis * 0), totalizando 17 ensaios, onde as varidveis
independentes avaliadas foram: a temperatura de reag¢do (T), a relacdo enzima:substrato
(E/S) e o pH. As respostas analisadas foram o grau de hidrélise (GH), a recuperacdo da
proteina (RP) e os parimetros cinéticos (“a” e “b”) do modelo empirico proposto por
Mirquez e Vasquez (1999), descrito no Capitulo 2 (item 2.2.2). Os intervalos estudados de
temperatura de reacdo, relacdo enzima:substrato e pH utilizados nos experimentos foram
definidos através de ensaios preliminares. O delineamento experimental assim como as

faixas de cada varidvel estudada estdo apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Ensaios do planejamento experimental para o estudo da hidrélise enzimética de
pele de cacdo, variando o pH de reacdo, a relacdo enzima/substrato (E/S) e a
temperatura (T)

VARIAVEIS )

CoDeama VARIAVEIS DECODIFICADAS

ENSAIO ” T
pH  ES T PH (/100 proteina)  (°C)

1 N N N 7.0 13 29

2 ! q . 78 1.8 49

3 . ! . 7.0 42 49

4 ! 1 . 78 42 49

5 . . i 7.0 1.8 61

6 1 . i 78 1.8 61

7 q ! | 7.0 42 61

8 ! 1 i 78 42 61

9@ | -1,68 0 0 6.8 3.0 55

0@ | 1,68 0 0 8,0 3.0 55

M@ | 0 -6 0 74 1,0 55

12 | 0 168 0 74 5.0 55

3@ | 0 0 -168 | 74 3.0 45

4@ | 0 0 1,68 74 3.0 65

150 | 0 0 0 74 3.0 55

16 | 0 0 0 74 3.0 55

170 | 0 0 0 74 3.0 55

(a): ponto axial; (c): ponto central do planejamento

3.2.2.4. GRAU DE HIDROLISE E RECUPERACAO DE PROTEINA

O grau de hidrélise (GH) foi calculado a partir do volume e da molaridade da base
adicionada para manter o pH constante segundo o método descrito por Adler-Nissen
(1985). O GH pode ser definido como a razdo entre a porcentagem do nimero de ligacdes
peptidicas clivadas (h), e o nimero total de ligacdes por unidade de peso (hy; meq/kg
proteina), calculada a partir da composi¢ao aminoacidica do substrato, e pode ser estimado

usando a equagdo 3.1.

GH= x100=—228_

htot (IXhtOtXMP

x100 3.1)
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Onde:

B = consumo da base consumida para manter o pH em mL;
Np = normalidade da base; a = grau de dissociacdo dos grupos a-amino; e

MP = massa de proteina em gramas (%N x 6,25)

O grau de dissociacdo (o) foi obtido a partir da equacao 3.2.

o= —— (3.2)

" 1+10PH-PK

O numero total de ligacdes por unidade de peso (hy) da pele de cagao foi calculado
a partir da composicdo de aminodcidos, considerando um peso molecular médio de
aminoécidos de 125 g/mol. Na matéria-prima foram considerados um contetido total de
aminodcidos de 67,82 g/100g de amostra e um teor de proteina de 90,57 g/100g de amostra
(pele de cagao liofilizada). Assim o hyy para a pele de cacao foi aproximado a 6,00 meq/g

de proteina, valor que foi usado para o calculo do grau de hidrélise.

Finalmente, segundo Steinhardt e Beychok (1964) citado por Kristinsson e Rasco

(2000), o valor do pK pode ser calculado pela equacao 3.3

298-T
PK=7,8+ = x2400 (3.3)

Onde T € a temperatura em K

A recuperacdo de proteina foi calculada usando a equacao 3.4.

Xprot,s XMy

RP(%)=

1;‘4"8 x100=—2F5__ %100= x100 (3.4)

P MP¢+MP, Xprot,sXMs+Xprot,pXMp
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Onde:

RP = recuperacdo de proteina (%); MP = massa de proteina total (g);

MP; = massa de proteina no sobrenadante (g);

MP, = massa de proteina no precipitado (g);

Xprot» s = contetido de proteina no sobrenadante (g proteina/g sobrenadante);
Xprot,p = conteudo de proteina no precipitado (g proteina/g precipitado);

m, = massa de sobrenadante (g); m, = massa de precipitado (g).

O contetido de proteina no sobrenadante e no residuo foram determinados pelo

método micro-Kjeldhal (AOAC, 1997).

3.2.2.5. PARAMETROS CINETICOS E CONSTANTES DE HIDROLISE

Os resultados experimentais do grau de hidrdlise e tempo foram ajustados ao
modelo empirico mostrado na equagdo 3.5, o qual descreve a cinética de reagdo enzimatica
no processo de hidrélise de proteinas (MARQUEZ e VAZQUEZ, 1999; MARQUEZ e
FERNANDEZ, 1993). Os pardmetros cinéticos a e b deste modelo foram determinados
através de uma andlise de regressdo nao linear dos dados experimentais, utilizando o
software Statistica 8.0 (STATSOF, Tulsa, Estados Unidos), usando como método de ajuste
o modelo Quasi-Newton. Os valores das constantes de hidrélise (Kp) e de inativagdo
enzimdtica (Kq4) foram calculados com base nos valores de “a” e “b” obtidos assim como da
quantidade inicial de enzima e substrato, usando as equagdes 3.6 e 3.7 e expressos como

grama de proteina hidrolisada/UA.min.

GH= %ln(1+abt) (3.5)
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a=K, & (3.6)

=— (3.7

Onde:

GH= grau de hidrélise (%); t = tempo (min);

a = parametro empirico de cinética de hidrélise (min-1)

b = parametro empirico de cinética de hidrélise (adimensional)
Ky, = constante da cinética de hidrélise enzimatica (g/AU.min).
Kq4 = constante da cinética de inativa¢ao da enzima (g/AU.min)
eo = quantidade inicial de enzima (UA/g)

So = quantidade inicial de substrato (g proteina)

3.2.2.6. OTIMIZACAO E VALIDACAO DA HIDROLISE PROTEICA

As condicdes de processo de hidrélise de pele de cacdo foram otimizadas visando
maximizar o grau de hidrdlise e a recuperacdo de proteina mediante a metodologia de
superficie de resposta. Posteriormente o modelo matematico foi validado em triplicata nas
condic¢des 6timas. O hidrolisado obtido foi congelado e armazenado em freezer doméstico.
Estes hidrolisados foram usados para a segunda etapa de experimentos referente ao estudo

das condicdes de secagem por atomizacdo do hidrolisado protéico de pele de cacdo.

3.2.2.7. PERFIL DE AMINOACIDOS

A composicao de aminoécidos totais da pele de cacdo e do seu hidrolisado protéico
foi determinada apds hidrdlise dcida das amostras com HCI 6N / fenol 0,1%, a 110°C por
20 horas, de acordo com o método Pico-Tag descrito por White et al. (1986). Em seguida,

foi realizada a derivatizacdo das amostras com 20 uL de solugdo de
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etanol:dgua:trietilamina:fenilisotiocianato (7:1:1:1, v/v) por 20 minutos a temperatura
ambiente. Apds a derivatizacdo na pré-coluna, os aminodcidos foram identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em coluna de fase reversa (modelo PCX

3100, Pickering Laboratories, Mountain View, EUA).

O escore de aminoacidos essenciais (EA), assim como as razdes de eficiéncia

protéica PER; e PER o (LEE et al., 1978), foram calculados mediante as férmulas a seguir:

Teor de aminoacido essencial na amostra
A= (3.8)

Teor de aminoacido essencial no padrao de referéncia

PER,=0,08084[X,]-0,1094 (3.9)

PER10=0.06320 [XIO]-0'1539 (3.10)

Onde:

X7 = treonina + valina + metionina + isoleucina + leucina + fenilalanina + lisina;

X0 = X7 + histidina + arginina + tirosina.

3.2.2.8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A determinacdo dos perfis eletroforéticos, para a pele de cacdo e o seu hidrolisado
protéico, foram obtidos de acordo com a metodologia de Schagger e Jagow (1987),
utilizando um gel de separacdo com 15,5% de acrilamida e de empilhamento com 4%. As
amostras do hidrolisado foram diluidas em uma solug¢ao tampao com dodecil sulfato de
sodio (SDS) a uma concentragdo de 2% de proteina, sendo aplicados 20pL desta solu¢do no
sistema. Essa metodologia apresenta uma boa resolucdo para peptideos na faixa de 1 a 100

kDa.
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As andlises foram realizadas em um sistema Mini-PROTEAN® 3 (BIO-RAD,
Madrid, Espanha). O perfil de massa molecular de proteinas e peptideos foi determinado
utilizando-se o padrdo de marcadores de massa molecular da Bio-Rad Laboratories (#Cat.
161-0326) (Madrid, Espanha): triose-fosfato isomerase de coelho (26,6 kDa); mioglobina
de cavalo (16,9 kDa); a-lactalbumina de bovino (14,4 kDa), aprotinina de pancreas bovino

(6,5 kDa), insulina-B cadeia oxidada de bovino (3,5 kDa) e bacitracina oxidada (1,5 kDa).

3.2.2.9. SEPARACAO DE PEPTIDEOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE EXCLUSAO

MOLECULAR (SE-HPLC)

Para a determinacdo da distribuicio de tamanho de peptideo dos hidrolisados
protéicos, foi utilizado um cromatégrafo HPLC, com um injetor VARIAN 9012 e um
detector UV/VIS VARIAN 9015 (VARIAN CHROMATOGRAPHY SYSTEMS, Calif6rnia,
Estados Unidos). A cromatografia foi realizada em uma coluna modelo Elut-sec 2000 steel,
didmetro interno de 7,75 mm e comprimento 300 mm (VARIAN CHROMATOGRAPHY
SYSTEMS, Califérnia, Estados Unidos), e foram usadas as seguintes condicdes
cromatogréficas: volume de injecdo de 20 pL; vazdo de alimentacdo de 0,8 mL/min;
tampao fosfato (0,05 M pH=6,8; 0,15 M NaCl; isocritico) como fase mével; tempo total
de eluicdo foi de 30 min a temperatura ambiente. As leituras de absorbancia foram feitas a
280 nm e os pesos moleculares aparentes foram estimados a partir de uma curva de
calibracdo elaborada com uma mistura de substincias de peso molecular conhecido que
inclufa: B-lactoglobulina (18,3 kDa), a-lactalbumina (14,7 kDa), Aprotinina (6,5 kDa), -
casomorfina (0,8 kDa). Os resultados foram coletados pelo software Star Chromatography

Workstation (Versido 4.5).
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3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A Tabela 3.2 apresenta a composi¢do centesimal da pele de cagcdo. Trata-se de uma
importante fonte de proteina, constituindo 85,6% do total de sélidos. Observou-se um baixo
teor de lipideos totais, o que facilitou a separacdo da fracdo solivel do hidrolisado. A
quantidade de cinzas presente na pele pode ser explicada pela estrutura da mesma. A parte
superficial da pele estd conformada por uma camada dura, rugosa e insolivel (denticulos

dérmicos) cuja funcao principal é conferir prote¢do ao animal.

Tabela 3. 2. Composicao centesimal de pele de cagdo em porcentagem

Média + desvio

Analise
b.u. b.s.
Umidade 78,3+1,0 -
Proteina 19,0 +0,1 85,604
Lipidios 0,8 +0,1 3,604
Cinzas 2,6 +0,1 11,7+0,4

b.u. = base imida, %:; b.s. = base seca

Os resultados mostrados sdo proximos aos obtidos por Hense (1990) para quatro
espécies diferentes de cagdo capturados no Brasil, reportando valores entre 76 e 85% para a
umidade, entre 13 e 20% para a proteina, entre 0,3 e 0,9 para lipidios e entre 0,9 e 1,1%
para cinzas. A cartilagem de cacdo possui uma composicao similar, diferindo apenas no
teor de cinzas, tendo contetido de umidade de 66,8 - 70,3%, 14,0 — 15,0% de proteina, 0,2%
de lipideos e 12,1 — 15,8% de cinzas (KITTIPHATTANABAWON et al., 2010). Embora ndo
tenham sido encontrados na literatura outros estudos que tenham determinado a
composi¢do da pele de cacao, valores similares foram encontrados por Lin e Li (2006), para

a composi¢cdo centesimal de pele de lula sendo, 82,8 %, 15,3 %, 0,59 % e 0,49 %, os
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conteddos de umidade, proteina, lipidios e cinzas, respectivamente. Wasswa et. al. (2007)
reportou conteddos de 64,1% de umidade, 22,6 % de proteina, 1,1% de lipidios e 0,3% de

cinzas para a pele de carpa-capim.

3.3.2. CINETICA ENZIMATICA

As curvas de cinética enzimética que relacionam o grau de hidrélise com o tempo
de reacdo e a taxa de hidrdlise enzimdtica com o grau de hidrélise, para os diferentes
ensaios do planejamento experimental sdo apresentadas nas Figura 3.3 e 3.4,
respectivamente. O processo de hidrélise teve duas etapas bastante diferenciadas: a
primeira caracterizada por uma taxa de reacdo alta, onde ocorre uma quebra intensa de
ligacdes peptidicas pela grande disponibilidade de polipeptidios de alto peso molecular na
matéria-prima, e a segunda etapa, onde foi observada uma queda na taxa de reacdo a partir
da segunda hora, com tendéncia a atingir um comportamento estaciondrio no final do tempo
de reacdo (4 horas). Segundo Gonzalez-Tello et al. (1994), essa diminui¢do pode ser
explicada por trés motivos: pela menor concentracdo de ligagdes peptidicas disponiveis
para clivagem pela protease, pela possivel inibi¢ao das enzimas causada por produtos da

hidrdlise e pela desnaturacio da enzima.

Curvas de cinética similares as apresentadas na Figura 3.3 foram reportadas por
diversos autores para a hidrdlise protéica de diferentes fontes, como por exemplo: residuos
de sardinela, carne escura de atum, residuos de camardo sete barbas, isolado protéico de
canola e farinha de trigo (BOUGATEEF et al., 2010; ARASAKI, 2000; HOLANDA, 2004;

CHABANON et al., 2007; TANG et al., 2009).
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As maiores taxas iniciais de hidrélise foram atingidas nos ensaios 7, 12, 3, 8 € 9
onde, com exce¢do do ensaio 9, a razdo enzima/substrato foi maior que 4,0%. Pelo
contrério, nos ensaios 2, 11, 6, 13 e 5 (E/S = 1,0 — 1,8 g enzima/100 g proteina, com
excecdo do ensaio 13), foram observadas taxas de hidrdlise mais baixas, indicando que a
quantidade de enzima usada teve grande influéncia sobre o processo de hidrélise (Figura
3.4). Assim mesmo observou-se que, com excecao do ensaio 5 (pH =7,0), os valores de pH
foram superiores a 7,4 nos ensaios onde foram registradas as taxas de hidrélise mais baixas,
indicando que o pH teve influéncia negativa sobre o valor da taxa de hidr6lise. Por ultimo,
a temperatura de reacdo ndo apresentou influéncia aparente sobre o valor da taxa de

hidrdlise. A influéncia das varidveis de processo sobre grau de hidrdlise ¢ amplamente

discutida posteriormente, no item 3.3.3.1 da presente dissertacao

Nos gréficos tanto de cinética enzimdtica quanto de taxa de hidrélise pode ser
notado um comportamento similar para os trés ensaios feitos no ponto central do
planejamento (Figuras 3.3 (c) e 3.4 (c), respectivamente), evidenciando que os
experimentos sdo reprodutiveis no tempo. As pequenas variagdes observadas, tanto nos
valores de grau de hidrdlise quanto da taxa de hidrélise, podem ser associadas pequenas

variagdes na composi¢ao inicial da matéria-prima.
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Figura 3.3. Curvas experimentais para grau de hidrélise (GH) em fun¢do do tempo dos: (a)
ensaios fatoriais, (b) axiais e (c) ponto central do processo de hidrdlise
enzimatica de pele de cacdo. Os numeros entre parénteses indicam o nimero
de ensaio do planejamento experimental.
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Figura 3.4. Taxa de hidrélise em funcdo do grau de hidrélise dos: (a) ensaios fatoriais, (b)
axiais e (c) ponto central do processo de hidrélise enzimética de pele de cacgdo.
Os numeros entre parénteses indicam o nimero de ensaio do planejamento
experimental.
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3.3.3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.3.1. GRAU DE HIDROLISE E RECUPERACAO DE PROTEINA

A Tabela 3.3 apresenta os resultados obtidos experimentalmente para o grau de
hidrdlise e a recuperacdo de proteina no processo de hidrdlise protéica de pele de cagdo
com Protamex™, segundo o planejamento experimental realizado.

Tabela 3.3. Resultados experimentais de grau de hidrélise (GH) e recuperaciao de proteina
(RP) para o processo de hidrélise enzimatica de pele de cacao

VARIAVEIS
ENSAIO DECODIFICADAS RESPOSTAS
pH E/S T GH RP
1 7,0 1.8 49 13,6 94,2
2 7,8 1,8 49 14,2 89,4
3 7,0 4,2 49 18,5 95,1
4 7,8 4,2 49 14,1 93,5
5 7,0 1.8 61 10,3 90,7
6 7,8 1,8 61 11,5 92,9
7 7,0 4,2 61 16,8 97,7
8 7,8 4,2 61 16,1 93,3
9 6.8 3,0 55 17,7 95,0
10 8,0 3,0 55 16,2 93,6
11 7,4 1,0 55 10,5 88,3
12 7,4 5,0 55 15,3 95,3
13 7.4 3,0 45 13,2 94,8
14 7,4 3,0 65 12,6 93,2
15(C) 7.4 3,0 55 14,5 95,6
16 (C) 7,4 3,0 55 15,2 93,1
17(C) 7,4 3,0 55 15,0 95,3

Pelos dados reportados na Tabela 3.3, observou-se que os valores experimentais de
grau de hidrélise oscilaram entre 10,3% e 18,5%, os quais corresponderam aos ensaios 5
(pH=7,0; E/S=1,8 g enzima/100g proteina; T= 61°C) e 3 (pH=7,0; E/S=4,2 g enzima/100g
proteina; T= 49°C) respectivamente. Esses resultados diferem dos encontrados na literatura

para o GH de hidrolisados protéicos preparados com Protamex " a partir de viscera de
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sardinha (3,1%), viscera de sépias (3,2%), carne e osso de corvina (46,7%) e carne de
mexilhdo (26,5%) (KECHAOU et al., 2009; CHOI et al., 2009; SILVA et al., 2009).
Porém, essa diferenca pode ter explicagdo nas diversas condi¢des e tempos de hidrolise

utilizados nestes trabalhos.

Com excecao de dois ensaios (pontos 2 e 11), todos os valores de recuperacdo de
proteina ultrapassaram 90% nas quatro horas de hidrélise. A recuperacao de proteina variou
entre 88,3 e 97,7%, correspondentes aos ensaios 11 e 7, respectivamente. O valor mais
baixo de recuperagdo de proteina foi obtido na condi¢do onde a quantidade de enzima foi a
menor dentro da faixa estudada (pH= 7,4; E/S = 1,0%; T= 55 °C), e o maximo, no ensaio 7
onde a relac@o E/S e a temperatura foram mais altas (pH=7,0; E/S=4,2%; T= 61 °C). Esses
rendimentos foram superiores a outros hidrolisados preparados com Protamex ', tais como,
hidrolisados protéicos de viscera de sardinha (61,2%), viscera de sépias (57,2%), carne e
osso de corvina (85,9%), viscera de bacalhau (82,0%) e osso de salmdo (75,0%),

(KECHAOU et al., 2009; CHOI et al., 2009; ASPMO et al., 2005; LIASET et al., 2002).

Todas as varidveis (termos lineares, quadriticos e de interagdo) influiram
significativamente sobre o grau de hidrdlise (Tabela 3.4). O termo linear da relacdo
enzima/substrato teve maior influéncia, sendo este efeito positivo. Isto significa que quanto
maiores as quantidades de enzima utilizada para o processo de hidrdlise, maiores foram os
graus de hidrélise resultantes. No entanto, o pH e a temperatura tiveram efeitos negativos

pequenos sobre a mesma resposta, se comparados com o efeito da relacao E/S.

No caso da recuperacao de proteina, apenas a relagdo E/S teve impacto significativo

sobre a resposta, assim a maiores quantidades de enzima utilizada para a hidrélise, maior

67



foi a recuperagdo de proteina, o que estd de acordo com os resultados de outros autores para
a hidrdlise enzimética de carne de peito de frango, residuos de atum e ossos de salmdo
(KUROZAWA et al, 2008; GUERARD et al., 2002; LIASET et al., 2002).

Tabela 3.4. Coeficiente de regressao, efeito estimado, erro padrao e p-valor para cada fator
no modelo matematico codificado para o grau de hidrélise e a recuperagdo de

proteina
GH RP
FATORES Coef. de Efeito Erro p Coef. de Efeito Erro
Regressao Estimado Padrao Regressao Estimado Padrao P
Média 14,9 14,90 0,40 <0,01 94,66 94,66 0,98 <0,01
pH (L) -0,4 -0,89 0,38 0,06 -0,79 -1,59 0,92 0,13
pH (Q 0,8 1,53 0,42 0,01 -0,11 -0,22 1,01 0,84
E/S (L) 1,8 3,50 0,38 <0,01 1,76 3,54 0,92 0,01
E/S (Q) -0,7 -1,37 0,42 0,01 -0,99 -1,99 1,01 0,09
T (L) -0,5 -0,99 0,38 0,03 -0,02 -0,04 0,92 0,96
T(Q -0,6 -1,34 0,42 0,02 -0,23 -0,46 1,01 0,66
pH(L) x E/S(L) -0,8 -1,69 0,49 0,01 -0,42 -0,86 1,20 0,50
pH(L) x T(L) 0,5 1,07 0,49 0,07 0,52 1,04 1,20 0,42
E/S(L) x T(L) 0,8 1,55 0,49 0,02 0,31 0,62 1,20 0,62

Tendo em consideracdo apenas os termos significativos, os dois modelos foram
avaliados através da andlise de variancia (Tabela 3.5). Os resultados mostraram que o
modelo matemadtico obtido para o grau de hidrdlise pode ser utilizado para a predi¢ao desse
valor no processo de hidrélise enzimdtica de pele de cagcdo dentro da faixa estudada em um
nivel de confianca de 90%. No entanto, o modelo proposto para a predi¢do da recuperacio
de proteina ndo apresentou significancia estatistica (Fcaiculado< Fiabelado) N0 mesmo nivel de
confianca, indicando que os dados experimentais ndo sdo adequadamente explicados pelo
modelo, portanto, 0 modelo ndo pode ser usado com fins preditivos e apenas os efeitos das

varidveis sobre a resposta podem ser discutidos. Os valores dos coeficientes de
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determinagdo (R?) foram de 96,1% e 77,4% para o grau de hidrélise e a recuperagdo de

proteina, respectivamente.

Tabela 3.5. Andlise de variancia (ANOVA) para os modelos ajustados do grau de hidrélise
e da recuperacgao de proteina.

Fontes de Modelo codificado para GH Modelo codifica.do para RP
o (90% confianca) (90% confianca)
variacio . .
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado

Regressao 83,39 9 9,27 19,00 2,73 67,39 9 7,49 2,61 2,72
Residuos 3,41 7 0,49 20,10 7 2,87
Falta de ajuste | 3,15 5 0,63 4,83 9,29 16,52 5 3,30 1,85 9,29
Erro Puro 0,26 2 0,13 3,58 2 1,79
Total 86,81 16 87,49 16
R’ 0,96 0,77

*valores de Fiperado para p < 0,10
SQ= soma de quadrados; GL= graus de liberdade; MQ = média quadrética

Existe uma relacdo entre o grau de hidrélise e a recuperacdo de proteina, na qual a
taxa de recuperacdo de proteina vai decaindo e tende a ser constante conforme maiores
valores de grau de hidrélise sdo atingidos (portanto a maiores tempos de processo). Com o
decorrer da hidrdlise enzimdtica, as ligacdes peptidicas, encarregadas de fornecer a
estrutura a uma proteina, sdo clivadas e, portanto a proteina original torna-se um conjunto
de polipeptidios de estruturas mais simples e com caracteristicas mais soliveis. Quando
essas ligacOes sdo clivadas totalmente, a proteina original € totalmente solubilizada. A
partir desse ponto comeg¢a uma clivagem maior dos peptideos ja solubilizados, e a taxa de
recuperagdo de proteina diminui fortemente. Tendo em consideragdo isto, a taxa de
recuperagdo de proteina pode ter atingido sua fase estaciondria antes do tempo de controle
(4 horas de processo), portanto pouca varia¢ao nos rendimentos dos diferentes ensaios pode
ser observada. Por exemplo, Holanda (2004) verificou que ndo existiu variagdo

significativa na recuperagdo de proteina, para os hidrolisados de residuos de camardo com
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graus de hidrélise maiores que 12%, indicando que a partir desse valor ndo existiu mais
solubilizacdo de proteinas e sim uma clivagem maior dos peptideos ja solubilizados. Além
disso, o leve tratamento térmico efetuado sobre a matéria-prima antes da homogeneizagao
poderia ter facilitado a recuperacdo de proteina em tempos mais curtos. Cui et al. (2009)
estudaram o efeito do tratamento térmico sobre o processo de hidrélise enzimética de carne
de frango, onde foi demonstrado que o tratamento térmico favoreceu a eliminagdo da fracao
de peptideos maiores que 10,0 kDa nos hidrolisados protéicos obtidos sob altas
temperaturas, de 70 a 100°C e tempos de reagdo acima dos 10 minutos. Porém, uma
diminui¢@o no nivel de nitrogénio solivel (que pode ser interpretado como conseqiiéncia da
desnaturacdo da proteina) e uma formacdo de peptideos na faixa de 3,5 até 10,0 kDa
também foi observada. Segundo os autores, o tratamento térmico pode modificar a estrutura
quaterndria da proteina expondo maior quantidade de sitios ativos na mesma (pela quebra
de ligagcdes “S-H”) ao ataque enzimético, no entanto, tratamentos térmicos severos podem
afetar negativamente a clivagem de proteinas pela formagdo de pontes dissulfeto, os que
sdo responsdveis por conferir a proteina uma estrutura mais resistente a acdo de enzimas

proteoliticas.

Comprovada a significancia do modelo proposto para predizer o grau de hidrolise
em funcdo das varidveis e faixas estudadas, foram elaboradas as superficies de respostas
que relacionam o grau de hidrdlise com as diferentes varidveis independentes. Estas

superficies sdo apresentadas na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Superficies de resposta para a influéncia das varidveis de processo sobre o grau
de hidrdlise do hidrolisado protéico de pele de cacdo produzido nas condigdes:
(a) pH=6,8; (b) T=61 °C; (c) E/S =5,0 %.

Analisando o efeito da relagao enzima/substrato sobre o grau de hidrélise, observou-
se nas Figura 3.5(a) e (b) que para maiores concentracdoes de enzima utilizada, foram
obtidos hidrolisados protéicos com maior grau de hidrélise, principalmente quando baixos
valores de pH e valores de temperatura entre 49 e 58°C foram usados. A influéncia positiva
da relacdo E/S sobre a resposta foi reportada também por vérios autores para a hidrélise

protéica de diversas fontes marinhas usando diferentes enzimas, como por exemplo: carne
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de mexilhao usando ProtamexTM, carne de escamudo usando Alcalase®, residuo de
camardo sete barbas usando Alcalase® e Pancreatina suina, concentrado solivel de peixe
usando Flavourzyme™ e Kojizyme™, carne escura de atum usando Savinase® e
Proteinase, carne de camardo usando tripsina tipo III e quimotripsina tipo II, e carne de
cacdo usando Alcalase® (SILVA et al., 2010; CHABEAUD et al., 2009; HOLANDA,
2004; NILSANG et al., 2005; ARASAKI, 2000; SIMPSON et al., 1998; DINIZ e
MARTIN, 1996). Essa influéncia pode ser explicada pela maior quantidade de sitios ativos
disponiveis para a reacdo com o substrato, levando a uma maior clivagem de ligacOes

peptidicas, e conseqiientemente, maior solubilizacdo da proteina no hidrolisado.

No caso da temperatura, os graus de hidrélise mais altos foram atingidos na faixa de
49 a 58°C (Figura 3.5(a) e (c)). O pequeno efeito negativo da temperatura sobre o grau de
hidrélise pode ser observado principalmente para relagcdes E/S abaixo de 2,0%. Como
apresentado posteriormente no item 3.3.3.2, temperaturas altas (acima de 60°C) produziram
valores altos na constante de hidrélise (Kp), mas também valores altos na constante de
inativacao (Kg) da enzima, resultando em graus de hidrdlise menores. A taxa de inativagao
da enzima € maior quando a concentra¢ao da mesma € pequena e a temperatura de processo
¢ alta. Na Figura 3.5(b), a combinagdo de temperatura alta (T = 65 °C) junto com pHs e
concentracdes de enzima baixas, provocou a queda no grau de hidrdlise. Ja na Figura 3.5
(c), observou-se que o efeito da temperatura ndo parece ser tdo importante para pHs baixos
(pH < 6,9) e concentragdes altas de enzima (grafico feito para uma relacdo E/S de 5,0%),

mantendo-se um alto grau de hidrdlise na maior parte da faixa de estudo.

O efeito negativo do pH no grau de hidrdlise € mostrado nas Figura 3.5 (b) e (c),

onde as maximas respostas foram atingidas para niveis de pH inferiores a 7,1.
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Provavelmente pHs superiores a esse valor provocaram instabilidade na estrutura da
enzima, causando perda de atividade e at¢ mesmo desnaturagdo. De acordo com Whitaker
(1994), mudancas no pH podem afetar a estabilidade da enzima causando danos

irreversiveis na estrutura, resultando na sua desnaturacio e em continua perda de atividade.

Todos os resultados mostrados anteriormente estdo de acordo com as condigdes
recomendadas pelo fabricante da enzima (NOVOZYMES, Bagsvaerd, Dinamarca). Essas
condic¢des incluem pHs na faixa de 6,0 e 7,5, e temperaturas de reagdo em torno de 50 e

55°C.

3.3.3.2. PARAMETROS CINETICOS E CONSTANTES DE HIDROLISE

Os parametros cinéticos “a” e “b” do modelo empirico apresentado na equagao 3.5,
foram calculados através de uma regressao nao linear, a partir dos valores experimentais de
grau de hidrélise ao longo do tempo. Esses valores junto com os valores da constante de
hidrdlise (Kj) e da constante de inativagcao (Kg), calculados pelas equagdes 3.6 e 3.7, sao
apresentados na Tabela 3.6. Além disso, todos esses valores estdo acompanhados dos seus
respectivos coeficientes de determinacdo e erros relativos médios. Pelos valores do
coeficiente de determinagdo (R2 de 0,99 a 1,00) e dos erros relativos médios (E de 0,006 a
0,696%), observou-se um excelente ajuste dos dados experimentais ao modelo cinético

utilizado.

Analisando os dados da mesma tabela observou-se que os valores do parametro “a”
variaram entre 0,739 e 4,335 min'l, correspondentes aos ensaios 11 e 7 respectivamente,
lembrando que o ensaio 11 teve a relagdo de enzima/substrato mais baixa do planejamento
(1,0 g enzima/100g proteina) e tanto a temperatura quanto o pH foram mantidos no ponto
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central (pH= 7,4; T= 55°C). No caso do ensaio 7, as condi¢des de hidrdlise foram mais
favordveis para a atividade da enzima (pH=7,0; E/S= 4,2 g enzima/100g proteina; T=
61°C).

Tabela 3.6. Parametros cinéticos obtidos por regressdo ndo linear dos dados obtidos da
hidrélise enzimética de pele de cacao

ENSAIO eo/So a b Ky Ky R’ E (%)
1 0,027 1,130 0,340 41,83 14,22 0,997 0,493

2 0,027 0,834 0,296 30,87 9,13 0,997 0,696

3 0,063 2,777 0,285 44,07 12,57 0,997 0,293

4 0,063 1,561 0,345 24,77 8,56 0,999 0,290

5 0,027 1,768 0,526 65,49 34,47 0,999 0,196

6 0,027 1,025 0,402 37,96 15,27 0,999 0,375

7 0,063 4,335 0,351 68,81 24,14 1,000 0,026

8 0,063 2,625 0,333 41,66 13,84 0,999 0,166

9 0,045 2,755 0,300 61,21 18,39 0,999 0,196

10 0,045 1,720 0,300 38,23 11,48 1,000 0,210
11 0,015 0,739 0,416 49,24 20,48 0,999 0,476
12 0,075 3,382 0,369 45,09 16,65 1,000 0,006
13 0,045 1,012 0,338 22,49 7,60 0,997 0,567
14 0,045 1,917 0,415 42,60 17,69 0,999 0,172
15(C) 0,045 1,834 0,347 40,76 14,15 0,999 0,252
16 (C) 0,045 1,997 0,336 44,38 14,90 0,999 0,219
17(C) 0,045 1,799 0,333 39,97 13,29 0,999 0,234

eo/so= UA/kg homogenizado; “a” =min-1; b = adimensional “K;” e “Ky’= g. proteina/UA.min
No caso do parametro “b” os valores oscilaram entre 0,285 e 0,526 correspondentes
aos ensaios 3 e 5 respectivamente. Neste caso, observou-se que os dois ensaios foram
realizados no mesmo pH (7,0) mas com a diferenca de que no primeiro, foi utilizada uma
relacdo de enzima/substrato maior (4,2 g enzima/100 g proteina) e uma temperatura menor
(49°C) quando comparado as condi¢des do segundo experimento (E/S= 1,8 g enzima/100g

proteina; T= 61°C).
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Os valores de “a” e “b” reportados na literatura variam muito em func¢do do tipo de
matéria-prima e do tipo de enzima utilizada. Marquez e Vasquez (1999) reportaram valores
de “a” entre 0,27 ¢ 1,70 min'l, e de “b” entre 0,12 e 0,22, para a hidrélise enzimdtica de
hemoglobina bovina com Alcalase®, quando foram testadas diferentes concentracdes de
enzima, substrato e temperaturas de processo. No mesmo trabalho € estabelecido que “b”
ndo varia em funcdo da concentracdo inicial de enzima e de substrato, mas sim da
temperatura, sendo que, quanto maiores foram as temperaturas de reacdo aplicadas menores
foram os valores de “b” reportados, para condicdes fixas de pH e concentracdo de enzima e
substrato, um comportamento contrdrio ao observado no presente trabalho. Essa diferenca
provavelmente é produto da conjuncdo de vdrios fatores, entre eles, a faixa estudada de
temperatura (35 — 55°C, abaixo do recomendado para essa enzima), o tipo de proteina e o
tipo de enzima. Pelo contrario Kurozawa et al. (2009) estudaram a influéncia das condi¢des
de processo (pH, relacdo E/S e temperatura) sobre os parametros cinéticos para a hidrélise
enzimatica de carne de peito de frango utilizando a enzima Alcalase®. Os autores
reportaram valores de “a” oscilando entre 0,77 e 26914,40 min'l, e de “b” entre 0,12 € 3,22,

verificando-se a influéncia positiva da temperatura sobre o valor de “a” e negativa para o

parametro “b”. Neste caso, a faixa de temperatura avaliada foi maior, de 50 a 77°C.

Como pode ser observado na Tabela 3.7, o termo linear da relacdo E/S foi o que
teve maior efeito sobre a resposta “a”, sendo positivo. Efeitos menores foram observados
para os termos lineares do pH (negativo) e da temperatura de processo (positivo). No caso
do parametro “b”, a temperatura de processo foi a varidvel com maior influéncia sobre a
resposta, seguido da relagao E/S (negativo) e do termo de interacdo entre as duas varidveis

(negativo).
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Tabela 3.7. Coeficiente de regressao, efeito estimado, erro padrdo e p-valor para cada fator
no modelo matematico codificado para os parametros cinéticos “a” e “b”

a b
FATORES Coef. de Efeito Erro Coef. de Efeito Erro
Regressao* Estimado Padrao P Regressao* Estimado Padrio P
Média 1,97 1,87 0,11 <0,01 0,338 0,338 0,013 0,000
pH @) -0,41 -0,84 0,10  <0,01 - -0,018 0,012 0,160
pH (Q) 0,12 0,29 0,11 0,04 -0,013 -0,026 0,013 0,085
E/S (L) 0,8 1,61 0,10 <0,01 | -0,024 -0,048 0,012 0,005
E/S (Q) - 0,17 0,11 0,18 0,020 0,039 0,013 0,019
T L) 0.36 0,73 0,10  <0,01 0,035 0,070 0,012 0,001
T(Q) -0,15 -0,25 0,11 0,06 0,014 0,028 0,013 0,067
pH(L) x E/S(L) -0,24 -0,47 0,13 0,01 0,026 0,053 0,015 0,011
pH(L) x T(L) - -0,24 0,13 0,12 -0,020 -0,040 0,015 0,037
E/S(L) x T(L) 0,22 0,45 0,13 0,01 -0,030 -0,060 0,015 0,006

* ParAmetros significativos (p < 0,10)

A andlise de variancia (Tabela 3.8) mostrou significancia estatistica para ambos 0s
modelos. No caso particular do “b”, o erro puro esta proximo de zero e dado que, o valor de
F € calculado pela divisdo das médias quadraticas (MQ) dos termos da falta de ajuste e do
erro puro, foi observado um valor de Fgycuado maior que o Fipendo. Os coeficientes de
determinac¢do R? dos dois modelos estiveram acima de 90%, indicando que podem ser

usados para predizer os valores de “a” e “b” dentro da faixa estudada.

A influéncia positiva da relacdo E/S sobre o parametro “a”, mostrada nas superficies
de resposta da Figura 3.6(a) é reportada também por outros autores para a hidrélise protéica
de farinha de grdao de bico, soro de leite, hemoglobina bovina e peito de frango
(MARQUEZ ¢ FERNANDEZ, 1993; GONZALEZ-TELLO et al., 1994; MARQUEZ e
VASQUEZ, 1999; KUROZAWA et al., 2009). Os autores atribuem essa influéncia ao fato

€, % 2

que “a” € uma constante que depende diretamente do valor da razdo ey/sy, entdo, quanto
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maior a quantidade de enzima empregada na hidrdlise, maior serd essa razdao e

conseqiientemente maior o valor de “a”.

€62

Tabela 3.8. Andlise de variancia (ANOVA) para os modelos dos parametros cinéticos “a” e

“by”
Modelo codificado para "'a" Modelo codificado para '"b"
Fonfes~de (90% confianca) (90% confianca)
variaciao p *
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressao 14,48 7 2,07 42,10 2,51 0,05 8 0,01 11,44 2,59
Residuos 0,44 9 0,05 0,00 8 0,00
Falta de ajuste | 0,42 7 0,06 5,35 9,35 0,00 6 0,00 12,20 9,33
Erro Puro 0,02 2 0,01 0,00 2 0,00
Total 14,93 16 0,06 16
R’ 0,97 0,92

*valores de Fipergo para p < 0,10
SQ= soma de quadrados; GL= graus de liberdade; MQ = média quadritica

Pode-se observar também que a influéncia do pH e da temperatura de reacdo, sobre
o valor de “a”, foi muito pequena se comparada com o efeito da relacio E/S. Segundo
Kurozawa (2009), a influéncia da temperatura sobre a cinética da reagdo enzimadtica pode
ser entendida em duas fases distintas: no principio, aumentos na temperatura levam a
aumentos na velocidade de reacdo, por elevar a energia cinética das moléculas
componentes do sistema. Isso explicaria porque, mesmo para altas temperaturas, ha um
aumento da constante de hidrélise enzimatica. No entanto, temperaturas elevadas acarretam
perda de atividade e desnaturacdo da enzima. As pequenas mudangas provocadas pelo pH
(efeito negativo) no valor de “a” poderiam ser explicadas pelos danos produzidos na
estrutura da enzima a medida que pHs de reagdo mais altos sdao usados, provocando perda

de atividade e mesmo desnaturacdo da mesma (WHITAKER, 1994), assim como interagao

com as outras varidveis de processo.
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Por outro lado, dado que “b” é uma razdo entre a constante de inativagao (K4) da
enzima e a constante de hidrdlise (Ky), é possivel avaliar a taxa de reacdo total a partir do
seu valor. Assim, quanto maior for o valor desse parametro maior serd a predominancia da
reacdo de desnaturacdo da enzima. Observa-se na Figura 3.6(b), que os maiores valores de
“b” sdo atingidos nas temperaturas mais altas de processo e nas concentragdes mais baixas
de enzima. Nessas condicdes observou-se que o pH teve um leve efeito negativo sobre o
valor de “b”, registrando valores mais altos nos niveis mais baixos de pH. Nesse caso, pHs
baixos poderiam estar ajudando na perda de atividade da enzima, porém, esse efeito ¢ muito

pequeno se comparado com o da temperatura.

Com relagao as constantes de hidrélise (Ky) e inativacdo (Kg), apresentadas também
na Tabela 3.6, a maior resposta para K; foi obtida no ensaio 7 (pH=7,0; E/S= 4,2 ¢
enzima/100g proteina; T= 61°C), atingindo um valor de 68,81 g proteina/ UA. min. No caso
de Kg4, o maior valor foi 34,47 g proteina/UA.min, obtido no ensaio 5 (pH=7,0; E/S=1,8 g
enzima/100g proteina; T= 61°C). As respostas mais baixas, para as duas constantes, foram
registradas no ponto 13 (pH=7,4; E/S= 3,0 g enzima/100g proteina; T= 45°C) com valores

de 24,18 e 7,60 g proteina/UA.min para K, e Kq respectivamente.

A constante da hidrélise (K;) foi fortemente influenciada pela temperatura e pelo
pH da reagdo, indicando que maiores valores de K; foram obtidos para pHs mais baixos e
temperaturas mais altas. Comportamento similar foi observado para a constante da
inativacdo, com a diferenca de que a relacdo E/S teve influéncia significativa na resposta

(Tabela 3.9).
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Figura 3.6. Superficies de resposta para a influéncia das varidveis de processo sobre 0s
parametros cinéticos: (a) “a”; (b) “b”
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Tabela 3.9. Coeficiente de regressao, efeito estimado, erro padrao e p-valor para cada fator
no modelo matemdtico codificado para constantes de hidrélise K, e de
inativacao Kq

K, Kq
FATORES Coef. de Efeito Erro Coef. de Efeito Erro

Regressiao* Estimado Padrao p-valor Regressao* Estimado Padrao p-valor
Média 44,44 41,68 2,31  <0,01 14,29 14,04 1,66  <0,01
pH (L) -9,05 -18,10 2,17  <0,01 -3,67 -7,36 1,56  <0,01
pH (Q) 2,45 6,20 2,39 0,04 - 1,05 1,72 0,56
E/S (L) - -0,56 2,17 0,80 -1,49 -2,99 1,56 0,10
E/S (Q) --- 4,40 2,39 0,11 1,75 3,62 1,72 0,07
T (L) 7,78 1556 2,17 <0,01 4,41 8,82 1,56 <0,01
T (Q) -3,62 -5,94 2,39 0,04 - -0,57 1,72 0,75
pH(L) x E/S(L) --- -1,99 2,84 0,51 --- 2,49 2,04 0,26
pHL) x T(L) -3,05 -6,10 2,84 0,07 -2,55 -5,10 2,04 0,04
E/S(L) x T(L) - 2,72 2,84 0,37 -—- -2,38 2,04 0,28

* Parametros significativos (p < 0,10)

As andlises de variancia, apresentadas na Tabela 3.10, mostraram que tanto os

modelos para a constante de hidrélise quanto para a constante de inativacdo tiveram

significancia estatistica. Como no caso do parametro cinético “b”, o valor do erro puro dos

dados da constante de inativacdo (K4) é proximo de zero, o que significa que ambos os

modelos podem ser usados para predizer os valores das constantes de hidrélise e inativacao

dentro da faixa estudada.

Tabela 3.10. Andlise de variancia (ANOVA) para os modelos das constantes K; e Kq4

Modelo codificado para Ky,

Modelo codificado para Ky

Fon.tes ~de (90% confianca) (90% confianca)
variacao . .
SQ GL MQ Fcalc Ftab SQ GL MQ Fcalc Ftab

Regressao 2320,87 5 464,17 26,75 2,45 572,74 5 114,55 14,36 245
Residuos 190,90 11 17,35 87,76 11 7,98
Falta de ajuste 179,83 9 19,98 3,61 938 ]| 8647 9 9,61 14,86 9,38
Erro Puro 11,06 2 5,53 1,29 2 0,65
Total 2511,77 16 660,50 16
R’ 0,92 0,87

“valores de Fypetado para p <0,10; SQ= soma de quadrados; GL= graus de liberdade; MQ =
média quadratica
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As superficies de resposta para a constante de hidrélise sd@o apresentadas na Figura
3.7. Observa-se que a constante de hidrdlise atinge os valores maximos para condi¢des de
temperatura acima dos 55°C e pH inferiores a 7,0 (Figura 3.7a). Dessa forma, verifica-se o
apresentado na Tabela 3.9, a qual mostra um forte efeito positivo da temperatura sobre o
valor de Ky, e um efeito contrario do pH. A influéncia positiva da temperatura sobre o valor
de Ky, esta ligado ao acréscimo na energia cinética das moléculas componentes do sistema
provocando um aumento na atividade da enzima. Por outro lado, para altos valores de pH, a
estrutura da enzima pode estar sendo afetada negativamente e resultando em perda de

atividade e desnaturacgdo.

Como indicado anteriormente, a constante de inativacdo (K, ) foi influenciada por
todas as varidveis estudadas, sendo a temperatura e o pH de reacdo os mais importantes.
Como pode ser observado na Figura 3.7b, temperaturas de processo acima de 60°C
causaram um incremento no valor de Ky, especialmente quando associado com valores
baixos de pH (abaixo de 7,0), indicando que nessas condi¢des € produzida uma maior
inativacdo da enzima, tornando o processo ineficiente. Por outro lado, observou-se que

concentracdes de enzima inferiores a 2,0% favoreceram a inativagao da mesma.
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Figura 3.7. Superficies de resposta para as constantes de reacdo: (a) hidrdlise Ky; (b)
inativacdo Ky ,no processo de hidrdlise enzimética de pele de cagao
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3.3.3.3. OTIMIZACAO E VALIDACAO DO PROCESSO DE HIDROLISE PROTEICA

De acordo com as superficies de resposta apresentadas na Figura 3.5, as miximas
respostas para o grau de hidrélise foram obtidas nas seguintes condicdes: pH menor que
7,2, relagdo enzima/substrato maior que 4,0% e temperaturas de reacdo entre 48 e 58°C.
Por outro lado, os altos rendimentos obtidos para os diferentes ensaios do planejamento
(acima de 90% para a maioria dos casos) € a ndo significancia estatistica do modelo obtido
para a recuperacdo de proteina fez com que a recuperagdo de proteina fosse irrelevante para
a otimizacdo do processo. No caso das constantes de hidrélise temos que para pH na faixa
de 6,8 e 7,2, razdes de enzima/substrato entre 3,0 e 4,2% e temperaturas de reacio entre 48
e 52 °C, tanto a constante de hidrélise (Ky) quanto a constante de inativagdo (Kjy)
apresentam os melhores resultados. Devido ao alto custo de Protamex™, devem ser
utilizadas apenas as quantidades minimas de enzima necessdrias para garantir o
desenvolvimento do processo sem afetar o seu rendimento. Assim, as condi¢cdes Gtimas de
processo foram fixadas em um pH de 7,1, uma relacdo E/S de 4,0% e uma temperatura de
reacdo de 51°C. Condig¢des 6timas similares foram encontradas por Silva et al. (2010) para
a hidrélise enzimdtica de carne de mexilhdo usando Protamex ™ (pH = 6,85; relagio E/S =
4,5% e T = 51°C). Em outro trabalho, Liaset et al. (2002) estabeleceu as condi¢des 6timas
de reacdo em um pH entre 6,5 e 7,6 e uma temperatura de reacdo entre 50 e 56 °C, para a

hidrdlise enzimética de espinhas de salmao usando a mesma enzima

O processo de hidrélise enzimatica de pele de cacdo foi validado em triplicata nas
condi¢des de reacdo Otimas e os resultados s@o mostrados na Figura 3.8. O valor predito
pelo modelo para o grau de hidrélise (17,3%) foi proximo do valor médio dos ensaios de
validacdo (19,3 + 0.2%) com um erro relativo de 11%. Considerando a complexidade do
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processo de hidrélise enzimadtica e variacdo sazonal da matéria-prima o valor do erro
relativo resulta adequado e o modelo valido para predizer o grau de hidrélise dentro da
faixa estudada. Observou-se pouca variacdo entre o valor da recuperacdo da proteina da
primeira hora e o valor da quarta hora de processo (83,7 e 90,4% respectivamente), pelo
que se pode afirmar que a taxa solubiliza¢do da proteina foi muito maior na primeira hora
de processo, a partir da qual ocorreu uma diminui¢do na taxa de recuperagdo de proteina e

tal como mostrado nos andlises posteriores, uma diminuicdo no peso molecular dos

polipeptidios ja solubilizados.

o 1™
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Figura 3.8. Grau de hidrélise e recuperacdo de proteina para os ensaios de validacdo do
processo de hidrdlise enzimética de pele de cacdo nas condi¢des otimizadas.

3.3.4. CARACTERIZACAO DO HIDROLISADO PROTEICO

3.3.4.1. COMPOSICAO CENTESIMAL

A caracterizacdo do hidrolisado protéico de pele de cagdo, obtido na condicdo

otimizada, € apresentada na Tabela 3.11. O alto conteido de umidade se deve a proporc¢ao
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de dgua adicionada para a homogeneizacdo da amostra (propor¢do pele:dgua de 1:4 p/p).
Esse hidrolisado caracterizou-se por possuir um alto conteido de proteina
(aproximadamente 77% do total de sdlidos) produto da clivagem ocorrida durante a
hidrélise enzimatica. O conteddo de lipideos foi muito baixo, ao ponto de ndo ser detectado
na andlise, o que poderia contribuir na minimiza¢do da taxa de oxidacdo lipidica, e,
conseqiientemente, na manutencdo da estabilidade e da qualidade sensorial do produto.
Finalmente pode ser observado um elevado contetido de cinzas no hidrolisado que poderia
estar associado a quantidade de NaOH adicionado para manter o pH constante durante a
hidrdlise.

Tabela 3.11. Composicdo centesimal do hidrolisado protéico de pele de cacdo obtido em
condic¢des Otimas.

Média + desvio

Analise -y vy
Umidade (b.u.) 94,8 +0,3
Proteina (b.u.) 4,0+£0,1 76,9 +19
Lipideos (b.u.) N.D. N.D.
Cinzas (b.u.) 0,7+0,1 13,5+1,9

b.u. = base umida, %:; b.s. = base seca, %; N.D. = Nao Detectado
Os resultados obtidos sdo proximos aos encontrados por outros autores para a
composicdo centesimal de hidrolisados protéicos produzidos com Protamex ™. Silva et al.
(2010) reportaram teores de proteina e cinzas similares aos encontrados no presente
trabalho (72,97 e 11,14% em base seca, respectivamente) para a composicao centesimal de
um hidrolisado protéico de mexilhdo. Em outro trabalho, Liaset et al. (2003) obtiveram
82,9% de proteina e 10,3% de cinzas, em base seca, para a composi¢ao centesimal de um

hidrolisado protéico de residuos de salmdo. Finalmente Ovissipour et al. (2009)
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encontraram um teor de proteina de 71,6% (base seca) para o hidrolisado de visceras de

esturjdo persa produzido com a mesma enzima.

3.3.4.2. PERFIL DE AMINOACIDOS

Como pode ser observado na Tabela 3.12, o perfil de aminodcidos tanto da pele de
cacdo quanto do seu hidrolisado protéico foram bastante similares. Pequenas perdas de
alguns aminodcidos podem ter ocorrido na etapa da centrifugagdo, onde € separada a fragao
solivel de peptideos. O hidrolisado exibiu maiores teores de glicina (15,32 g/100g de
proteina) e acido glutamico (12,64 g/100g de proteina), sendo que, o resto de aminoécidos
encontrou-se em propor¢des variadas na faixa de 1,52 e 8,81 g/100g de proteina. Nao foi
determinada a quantidade de triptofano, considerando a natureza da matéria-prima

(aminodcido pouco presente em peles de animais).

Wasswa et al. (2008) reportaram os perfis de aminodcidos correspondentes a
hidrolisados protéicos obtidos a partir de peles de perca do Nilo, carpa capim e tildpia do
Nilo, destacando o conteido de glicina (17,86; 17,11 e 18,40 g/100g de proteina
respectivamente) e alanina (17,42; 15,59; 17,03 g/100g proteina respectivamente) e nao
sendo reportados os teores de hidroxiprolina nem triptofano. Em geral, a quantidade de
aminodcidos presente no hidrolisado protéico de pele de cacdo foi similar quando
comparada com as quantidades obtidas para os diferentes hidrolisados mencionados,
contudo, o teor de aminodcidos essenciais, com excecdo da histidina, foi levemente
superior, indicando que o hidrolisado protéico de pele de cacdo pode aportar maior

quantidade de aminoécidos essenciais.
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Tabela 3.12. Perfil de aminodcidos para a pele e o hidrolisado protéico de pele de cagdao
obtido nas condicdes 6timas (g/100g de proteina).

FAO/WHO EA e EA pidrolisado
Hidrolisado
Aminoacido  Crianca 5 Pele de cacio . Crianca , Crianca )
. dulto protéico . to . Adulto

Nao essenciais

Ac. aspirtico 7,01 £0,07° 7,24 +0,07*

Ac. glutimico 12,40 £ 0,07* 12,64 +0,06°

Alanina 8,38+0,01° 8,81+0,09

Arginina 431+0,04* 511£0,05

Cisteina 1,37 £0,06° 1,52 +0,02%

Glicina 16,20 +£0,01* 15,32 +0,17°

Hidroxiprolina 5,48 +0,09° 498 + 0,04b

Prolina 8,67 +0,09° 8,01+0,05

Serina 4,08 +0,06° 3,93 +0,02°

Tirosina 2,18 £0,09° 2,02 +0,08

Essenciais

Fenilalanina 6,33’ 1,90°  3,39+004* 3,13+0,04"> 088 293  081° 2,71°

Histidina 1,90 1,60  1,88+004* 2,02+004" 099 1,18 1,06 1,26

Isoleucina 2,80 1,30 4,03+007*° 434+000° 144 3,10 1,55 3,34

Leucina 6,60 1,90  542+0,02° 524+001" 082 2,85 0,79 2,76

Lisina 5,80 1,60  587+0,10° 6,37+0,10° 1,01 3,67 1,10 3,98

Metionina 2,52 1,704 2,11+£0,01* 191+0,00° 138" 2,04 1,36 2,02

Treonina 3,40 0,90  3,51+009* 3,74+002*° 1,03 3,90 1,10 4,15

Valina 3,50 1,30 3,71+0,09° 3,68+0,01° 1,06 2,86 1,05 2,83

AAE 29,92 30,42

PER, 2,16 2,19

PER,, 2,01 2,09

Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre a pele de

cacdo e o seu hidrolisado protéico.

AAE: Teor total de amino4cidos essenciais.
EA: Escore de aminodcidos essenciais = teor de aminodcido na amostra/padrdo de referéncia da
FAO/WHO (1991).
" Padrio de referéncia sugerido pela FAO/WHO (1991) (aminodcidos indispensdveis para criancas
de 2 a 5 anos de idade).
? Padrio de referéncia sugerido pela FAO/WHO (1991) (aminodcidos indispenséveis para adultos);

3 . . . .
Fenilalanina + tirosina.

*Metionina + cisteina.
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Os padrdes de referéncia para criancas (2-5 anos) e adultos (FAO/WHO, 1991),
assim como os escores de aminodcidos essenciais (EA) tanto para a pele de cacdo quanto
para o seu hidrolisado protéico sdo também mostrados na Tabela 3.12. Pode-se observar
que, para as criancas, os aminodcidos mais limitantes foram a leucina e a fenilalanina (EA
= 0,79 e 0,81 respectivamente). No caso dos adultos, todos os aminodcidos cobriram as
necessidades didrias requeridas. Com base nesses resultados, pode-se concluir que o
hidrolisado protéico de pele de cacdo representa uma boa fonte de aminodcidos essenciais e
que o seu consumo poderia ser mais bem indicado para pessoas adultas. No entanto, o
consumo por criangas e adolescentes pode ser feito, sempre que seja em maior quantidade
ou complementado com outro tipo de fontes protéicas que possam aportar os aminoacidos

faltantes (em especial o triptofano).

Os valores da razdo da eficiéncia protéica PER; e PER;y, também apresentados na
Tabela 3.12, foram calculados considerando o conteido de sete e dez aminodcidos, segundo
as equacdes 3.9 e 3.10, respectivamente. Tanto o valor de PER; quanto o PERjg
apresentaram valores similares tanto para o hidrolisado de pele de cagdo quanto para a
matéria-prima. Muitos autores reportaram valores estimados de PER, usando as mesmas
equagdes, para hidrolisados protéicos obtidos a partir de diferentes fontes protéicas
marinhas, como por exemplo: residuos de atum (2,85 - 3,33), residuos de bacalhau (1,60 —
2,27), carne de capelim (2,61 - 3,11), (OVISSIPOUR et al., 2010; SLIZYTE et al., 2005;
SHAHIDI et al.,1995). Como mostrado, a razdo de eficiéncia protéica dos hidrolisados
protéicos de pele de cagdo encontram-se perto dos valores reportados na literatura para
outros tipos de matéria-prima. As pequenas diferencas observadas sao produto de varia¢des

na composicao de aminoécidos de cada matéria-prima.
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3.3.4.3. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Os perfis eletroforéticos das proteinas e peptideos presentes na pele de cagdo
homogeneizada e no seu hidrolisado protéico sdo apresentados na Figura 3.9. Como pode
ser observado na coluna 6, o peso molecular da maior parte das proteinas e peptideos
presentes na amostra homogeneizada, antes da adi¢do da enzima, foi superior a 26,6 kDa, e
estes peptideos ficaram retidos no gel de empilhamento. Por outro lado, observou-se o
desaparecimento total das bandas correspondentes aos peptideos com pesos moleculares
acima de 10 kDa e o aparecimento de bandas difusas abaixo de 6,5 kDa na primeira hora de
hidrdlise (coluna 2). A intensidade dessa banda foi diminuindo gradualmente (colunas 3, 4
e 5) conforme maiores graus de hidrdlise foram atingidos, passando de 6,5 kDa (GH =
13,0%) até menos de 3,5 kDa (GH = 19,0%). Esses resultados associados aos altos
rendimentos atingidos indicam que o processo foi efetivo para a recuperacdo de peptideos

de baixo peso molecular.

1 2 3 4 6
' I e '
E— 1 = Padrio de marcadores de peso molecular
26,6 kDa 2 = Hidrolisado protéico apds 1h
16.9 kD 3 = Hidrolisado protéico apds 2h
! a 4 = Hidrolisado protéico apds 3h
14,4 kDa 5 = Hidrolisado protéico apds 4h

6,5 kDa ‘ .
3,5 kDa ‘ '

6 = Amostra homogeneizada de pele de cacdo
antes da hidrélise

Figura 3.9. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de pele de cagdo e hidrolisado protéico
produzido em diferentes tempos de reacdo comparados com o padrao de peso

molecular
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3.3.4.4. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

A Figura 3.10 mostra os perfis cromatogriaficos obtidos por cromatografia de
exclusdo molecular para o hidrolisado protéico de pele de cagdo produzido nas condi¢des
Otimas em diferentes tempos de hidrélise, assim como os pesos moleculares aparentes
estimados para os peptideos presentes no hidrolisado. Pelos cromatogramas observa-se que
o peso molecular dos hidrolisados protéicos de pele de cacdo variou entre 21,7 kDa e 1,1
kDa. Em geral, a distribui¢do de peso molecular dos hidrolisados foi similar, com um pico
caracteristico em torno de 8 minutos de retencdo (peso molecular aproximado de 22 kDa) e
picos sucessivos entre 11 e 20 minutos de retencdo para todas as amostras. Um aumento na
area do pico correspondente a 1,9 kDa (aproximadamente 18 minutos de elucdo) foi
observado nas duas primeiras horas de hidrélise (Figura 3.10A e B). Na terceira hora de
hidrdlise (Figura 3.10C) houve um incremento na drea dos picos correspondentes ao peso
molecular aproximado de 22,5; 5,6 e 3,3 kDa, uma redugdo da area dos picos em torno de 9
kDa e a formacdo de um pico em torno dos 20 minutos de retencdo. Finalmente na quarta
hora de hidrélise (Figura 3.10D) observou-se uma reducdo importante na drea dos picos em

torno de 3,5 kDa e um aumento nos picos entre 1,8 e 1,1 kDa.

Wasswa et al. (2007) obteve um comportamento similar para a hidrélise enzimatica
de pele de carpa capim usando Alcalase®. No trabalho os autores mostram que o peso
molecular dos peptideos presentes nos hidrolisados variou entre 0,15 kDa e 3,5 kDa para
14,9% e 5,0% de grau de hidrélise respectivamente. Por outro lado, You et al. (2009)
mostraram que os hidrolisados de carne de botia produzidos com Protamex™, estiveram

compostos por peptideos com peso molecular inferior a 3 kDa e a fragdo correspondente a
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0,5 kDa aumentou gradualmente na medida que maiores graus de hidrélise foram atingidos

(de 18 a 33% para 2 e 20 horas de processo, respectivamente).
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Figura 3.10. Perfis cromatograficos obtidos por SE-HPLC para os hidrolisados protéicos
de pele de cacdo produzidos em diferentes tempos de hidrdlise. (A) 1h; (B)

2h; (C) 3h; (D) 4h.
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A variacdo nos perfis cromatogriaficos apresentados pode ser associada ao
mecanismo de reacdo da enzima (especificidade) e a possibilidade de formacdo de
agregados. Segundo Irvine (1997), peptideos muito pequenos, com poucos residuos de
aminodcidos, ndo possuem estruturas estdveis, podendo existir em conformagdes diversas.
Polipeptidios podem associar-se com outras moléculas ou com eles mesmos formando
moléculas de maior tamanho. Além disso, a cromatografia de exclusdo molecular ¢ um
método que permite a andlise de peptideos e polipeptidios na sua estrutura real (incluindo
agregados e aglomerados), portanto, s6 podem ser estimados pesos moleculares aparentes.
No entanto, a eletroforese permite a avaliacio de peptideos em estruturas lineares,
permitindo a obtencdo dos pesos moleculares reais. A presenca de peptideos agregados
explicaria a formagdo de picos em torno dos 22 kDa em todos os cromatogramas € a

auséncia das bandas correspondentes no perfil eletroforético.

3.4.CONCLUSOES

A cinética da hidrdlise enzimdtica de pele de cacdo caracterizou-se por uma alta
taxa inicial de reacdo seguida de uma fase estaciondria. A equagdo cinética aplicada por
outros autores para o ajuste dos valores experimentais de grau de hidrélise em funcdo do
tempo resultou adequada para a modelagem da hidrdlise protéica de pele de cacdo. Foi
avaliada a influéncia das varidveis de processo sobre os parametros cinéticos desta equagao

e sobre as constantes de hidrdlise e inativacao.

Todas as varidveis estudadas tiveram influéncia significativa sobre o grau de
hidrdlise sendo a mais importante a relagdo enzima/substrato. Por outro lado a recuperagdo

de proteina ndo mostrou diferenga significativa entre os diferentes ensaios, reportando
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valores acima de 90% para a maioria dos casos. A condicdo 6tima de processo foi fixada
em 51°C; E/S de 4,0% (p/p) e pH de 7,1. Nessas condicdes o grau de hidrdlise foi de 19,3%

e a recuperagdo de proteina foi de 90,3%.

O perfil de aminoédcidos mostrou que o hidrolisado obtido em condi¢des otimizadas
representa uma boa fonte de aminodcidos essenciais cobrindo os requerimentos didrios de
consumo em adultos, no entanto, o hidrolisado foi limitante em dois aminoacidos (leucina e

fenilalanina) no caso de criangas.

O perfil eletroforético e os cromatogramas de exclusdo molecular revelaram a
eficiéncia do processo para a obtencao de peptideos de baixo peso molecular. As fracdes
peptidicas presentes no hidrolisado apresentaram pesos moleculares inferiores a 6,5 kDa.
Além disso, foi observada a formagdo de agregados de peptideos com peso molecular

aparente de 22 kDa.
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CAPITULO 4. SECAGEM DE HIDROLISADO PROTEICO DE PELE
DE CACAO POR ATOMIZACAO

RESUMO

Neste capitulo, foi avaliada a influéncia das varidveis do processo de secagem por
atomizacdo sobre as propriedades fisico-quimicas e antioxidantes do hidrolisado protéico
de pele de cacdo em po, usando maltodextrina 10DE como agente carreador. O estudo foi
realizado em um spray drier de escala laboratorial, onde a temperatura do ar de secagem
(150 — 190°C) e a concentracdo de agente carreador (5 — 20%) foram variadas de acordo
com um delineamento composto central rotacional. As respostas analisadas foram a
umidade final, a atividade de dgua, a densidade aparente, a higroscopicidade, o tamanho de
particula e a capacidade antioxidante, determinada pelos métodos de reducdo do fon férrico
(FRAP) e captura do radical catidnico ABTS™ (TEAC). Os resultados mostraram que a
adicao de maltodextrina contribuiu significativamente para obtencdo de particulas com
menor umidade e higroscopicidade e maiores tamanhos de particula e densidade aparente.
Além disso, quanto maior foi a concentracdo de maltodextrina adicionada, maiores foram
os valores de capacidade antioxidante determinadas por ambos os métodos, possivelmente
pela formacdo de compostos de Maillard entre os peptideos do hidrolisado e a
maltodextrina. Finalmente, as microparticulas apresentaram estruturas esféricas e
irregulares, € com superficie rugosa, ficando maiores conforme maiores temperaturas e

concentragdes de agente carreador foram utilizadas.
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4.1.INTRODUCAO

Como descrito no capitulo 3, o hidrolisado protéico de pele de cacdo € uma fonte
potencial de peptideos de baixo peso molecular. No entanto, um dos maiores problemas
tecnolégicos dos hidrolisados protéicos € a sua alta perecibilidade, devido seu alto teor de
umidade e a sua grande concentracdao de peptideos (ADLER-NISSEN, 1985), motivo pelo

qual tratamentos posteriores sao requeridos para garantir a sua conservagao.

A secagem por atomizacao, ou spray drying, é o método mais usado para a reducdo
da umidade de materiais liquidos e tem sido aplicada na conservacdo de hidrolisados
protéicos. Consiste na atomizacdo de um produto liquido para a criagdo de goticulas que
sdo secas e transformadas em particulas individuais, na forma de pd, granulos ou
aglomerados, quando conduzidas através de um meio gasoso quente, na maioria dos casos
ar. O material alimentado ao atomizador pode ser uma solu¢do, uma suspensao ou uma
pasta (BARBOSA—CANOVAS et al., 2005; GHARSALLAOUI et al., 2007). Dentre as
principais vantagens desse método de secagem estd a eficiéncia, a manutencdo das
propriedades nutricionais originais e a simplicidade de operacdao em forma continua e a

baixo custo (XIN e MUJUMDAR, 2010).

Os hidrolisados protéicos desidratados por atomizacao sdo altamente higroscopicos
devido a sua grande drea superficial interna (produto da sua estrutura amorfa). Ademais,
possuem baixa estabilidade devido a sua baixa temperatura de transi¢do vitrea (Tg), a qual
¢ responsdvel por alteracOes estruturais como aglomeragdo, adesividade, colapso e
cristalizacdo. Como a Tg aumenta com o aumento do peso molecular, a adi¢do de agentes

carreadores, em especial a maltodextrina, tem sido sugerida para elevar a temperatura de
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transi¢do vitrea de alguns hidrolisados de proteinas, tais como, proteina de carne de frango
e caseina (KUROZAWA et al., 2009b, ¢c; ROCHA et al., 2009; ROOS ¢ KAREL, 1991).
Nestes trabalhos, os hidrolisados protéicos se mostraram menos higroscopicos € menos
amargos, indicando que a adi¢do de agentes carreadores melhora a estabilidade e as

caracteristicas sensoriais dos hidrolisados.

As propriedades fisico-quimicas de pds obtidos por spray drying dependem das
caracteristicas tanto do material de alimentacdo (viscosidade, tamanho de particula, vazao
de alimentac¢do) quanto do ar de secagem (temperatura, vazao). Uma das propriedades mais
interessantes nos pés € o tamanho de particula, pois dele dependem algumas outras
caracteristicas importantes para o manuseio do produto, entre elas a facilidade para o fluxo,
mistura com outros componentes, compactagdo e segregacdo. Além disso, o tamanho de
particula influencia algumas propriedades fisico-quimicas e sensoriais dos pds, tais como:

caracteristicas de reconstitui¢do, taxa de dissolucao, solubilidade, densidade, sabor, aroma,

textura, entre outras (O "HAGAN et al., 2005).

Embora a quantidade de trabalhos relacionados ao estudo das caracteristicas
antioxidantes dos hidrolisados de proteinas seja grande, poucos estudos foram realizados
com respeito a influéncia das varidveis de processo e da adi¢do de agentes carreadores nas

propriedades antioxidantes dos hidrolisados protéicos em po.

Portanto, o presente capitulo tem como objetivo principal estudar o efeito da
temperatura do ar de entrada e da adi¢do de maltodextrina, como agente carreador, sobre as

caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas e antioxidantes do pé de hidrolisado protéico
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de pele de cacdo obtido por spray drying, nas condi¢des 6timas de hidrdlise, estabelecidas

no capitulo 3 da presente dissertacao.

4.2.MATERIAL E METODOS

4.2.1. MATERIAL

4.2.1.1. MATERIA-PRIMA

Para a realizacdo desse trabalho, foi utilizada a pele de cacdo congelada (residuo
gerado na industria no preparo de filés de cacdo) fornecidos pela empresa BOM PEIXE

S.A. (Pirassununga, Brasil).

4.2.1.2. ENZIMA

No processo de hidrélise enzimética da pele de cacdo, foi utilizada a Protamex ',
uma mistura comercial de serina e metaloendopeptidases do tipo alcalina, produzida pelas
bactérias Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens com atividade enzimatica
declarada de 1,5 UA/g. A enzima foi fornecida pela NOVOZYMES (Bagsvaerd,
Dinamarca), sendo as condicdes 6timas de atividade: temperatura entre 50 e 55 °C e pH

entre 6,0 e 7,5.

4.2.1.3. AGENTE CARREADOR

Para o processo de secagem do hidrolisado protéico, foi utilizada a maltodextrina

Mor-rexlJ 1910 com DE 10 produzida pela CORN PRODUCTS (Mogi-Guacu, Brasil).

4.2.1.4. REAGENTES

Para a realizacdo dos andlises deste capitulo foram utilizados os seguintes reagentes:
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TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine), ABTS (2.27-AZINO - BIS (3-ethylbenzo —
thiazoline — 6 — sulfonic acid) diammonium salt), persulfato de potdssio, Trolox,
FeS0O,4.7H,0 (SIGMA-ALDRICH, Alemanha), FeCl;.6H,O (SYNTH, Brasil), 4cido gélico

e acido ascérbico (ECIBRA, Brasil)

4.2.2. METODOS

4.2.2.1. HIDROLISE ENZIMATICA

A produgdo de hidrolisado protéico de pele cagdo em escala maior foi realizada
seguindo os passos descritos no capitulo 3 da presente dissertagdao (item 3.2.2.2, Figura
3.1). Foi utilizado um reator de 10L de capacidade, com sistema de agitacdo e aquecimento
utilizando o método pH-estitico proposto por Adler-Nissen (1985) . A pele de cacgdo
previamente congelada foi cortada em cubos e misturada com dgua destilada (propor¢ao
pele:dgua de 1:4 p/p). A mistura foi aquecida até 90 °C durante 5 minutos para facilitar a
homogeneizac¢do. A mistura, homogeneizada mediante um triturador manual, foi transferida
para tacho encamisado conectado a um sistema de agitacdo mecanica com hélice. A
temperatura e o pH (ajustado com NaOH 2N), foram estabilizados nas condicdes 6timas de
hidrélise determinadas no capitulo anterior (pH = 7,1; T = 51°C). Em seguida, a enzima foi
adicionada (relagao E/S = 4,0%; g enzima/100g proteina) e a reac@o foi monitorada durante
4 horas com ajuda de um titulador automatico (METTLER TOLEDO T50, Schwerzenbach,
Suica), sendo usado NaOH 2N como titulante. Finalizado o tempo a enzima foi inativada
por aquecimento da mistura (90°C durante 10 minutos) e seguidamente a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente. Finalmente o hidrolisado protéico foi centrifugado a

4000g por 15 minutos (BECKMAN COULTER, modelo Allegra 25R, Fullerton,
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California, Estados Unidos), com objetivo de separar a fracdo insolivel. A fracdo solavel

de hidrolisado protéico foi congelada e armazenada até seu uso nas secagens.

4.2.2.2. SECAGEM POR ATOMIZACAO

Os experimentos de secagem do hidrolisado protéico de pele de cagdo foram
realizados em um mini secador com sistema de atomizagdo (spray dryer escala laboratorial
LABMAQ, modelo MSD 1.0, Ribeirdo Preto, Brasil) mostrado na Figura 4.1, e disponivel
no Laboratério de Engenharia de Processos (Faculdade de Engenharia de Alimentos,
UNICAMP). O equipamento foi operado usando um bico atomizador tipo duplo fluido com
um orificio de 1,2mm de diametro. As dimensdes da camara de secagem foram de 500 mm
x 150 mm. A vazdo do ar de secagem foi de 36 m’/h, a pressdo do ar comprimido de 0,25
MPa e a vazdo do ar comprimido de 2,4 m’/h. A alimentacdo do secador foi realizada

através de uma bomba peristéltica, cuja vazao foi fixada em 0,7 L/h.

Figura 4.1. Mini spray dryer usado para a produgdo de hidrolisado protéico de pele de
cacdo em po.
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4.2.2.3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para o estudo da influéncia das varidveis de processo na secagem por atomizacao do
hidrolisado protéico de pele de cacdo foi utilizado um planejamento experimental 2?
completo, com trés pontos centrais (nivel 0) e quatro pontos axiais (niveis * ) totalizando
11 ensaios onde as varidveis independentes foram a temperatura do ar de entrada ao secador
(Tar) e a concentracdo de agente carreador (C). As respostas foram: umidade (X), atividade
de dgua (ay), densidade aparente (p,p), higroscopicidade (H), didmetro médio volumétrico
de particula (Dps3)), capacidade antioxidante para redugcdo do fon férrico (FRAP) e
capacidade antioxidante para captura de radical catiénico ABTS™ (TEAC). O delineamento
experimental assim como as faixas de cada varidvel estudada estdo apresentados na Tabela
4.1.

Tabela 4.1. Planejamento experimental para o estudo da secagem por atomizacdo do
hidrolisado protéico de pele de cacao.

VARIAVEIS VARIAVEIS
CODIFICADAS | DECODIFICADAS
ENSAIO T c

Tar ¢ °C) (%)
1 -1 -1 156 72
2 1 -1 184 7,2
3 -1 1 156 17,8
4 1 1 184 17,8
5 (a) 1,41 0 150 12,5
6 (a) 1,41 0 190 12,5
7 (a) 0 1,41 170 5,0
8 (a) 0 1,41 170 20,0
9 (C) 0 0 170 12,5
10 (C) 0 0 170 12,5
11 (C) 0 0 170 12,5

T, = temperatura do ar de entrada; C = concentracdo de agente carreador
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4.2.2.4. UMIDADE

A umidade das amostras foi determinada em triplicata seguindo a metodologia
sugerida pela A.O.A.C (1997). Para isso 2 gramas de amostra foram pesados em cadinhos
com peso conhecido e foram colocados em estufa a 103 - 104 °C por 4 horas

aproximadamente, até atingir peso constante.

4.2.2.5. ATIVIDADE DE AGUA

A atividade de dgua das amostras foi determinada a 25 °C, utilizando-se um
higrometro digital AQUALAB, modelo Series 3TE (Decagon Devices Inc., Pullman, WA).

Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.2.6. DENSIDADE APARENTE

Para a determinacdo da densidade aparente, foram tomados os pesos de péd
correspondentes a 10 mL de uma proveta graduada. Os resultados foram expressos em

kg/m’.

4.2.2.7. HIGROSCOPICIDADE

A determinacdo da higroscopicidade foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Cai e Corke (2000), com algumas modifica¢des. Foi colocado 1 g de amostra e
colocada em um recipiente hermético contendo uma solucao saturada de NaCl (umidade
relativa de 75.29%). Apds uma semana, as amostras foram pesadas e a higroscopicidade foi

expressa como g de umidade absorvida por 100 g de amostra (g/100g). As mudancas
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aparentes nas amostras foram acompanhadas mediante inspec¢do visual durante todos os

dias da andlise e capturadas mediante fotografias.

4.2.2.8. DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA

A andlise da distribuicao de tamanho de particulas do hidrolisado protéico em p6 foi
determinada por difrac@o a laser em um Laser Scattering Spectrometer Mastersizer (modelo
MAM 5005, marca Malvern Instruments LTD, Worcestershire, Reino Unido). O didmetro
médio foi determinado baseado no diametro médio de uma esfera de mesmo volume
(diametro de De Brouckere Dy43)), geralmente utilizado para caracterizar uma particula.
Para essa andlise, uma pequena quantidade do produto em p6 foi dispersa em etanol 99,5%

e submetida a 5 leituras de distribuicdo de tamanho de particulas.

4.2.2.9. MICROESTRUTURA DA PARTICULA

Para andlise da microestrutura do hidrolisado protéico em p6, uma pequena por¢ao
do material foi observada em um microscépio eletronico de varredura (JEOL, modelo
JSMS5800LV, Tokio, Japao). As amostras foram fixadas em porta-espécimens metalicos
(stubs) através do uso de uma fita adesiva de dupla face convencional. Foi realizada uma
metalizacdo da amostra utilizando-se o processo de evaporacdo de ouro a vidcuo em um
sputter coater (BALZERS, modelo SCDO050, Liechtenstein, Reino Unido). Para esse
processo, foi aplicada uma corrente de 40mA durante 180 segundos, tendo como gés de
arraste o argonio a um vacuo de 0,1 mbar. As amostras metalizadas foram mantidas em um
suporte fechado, dentro de um dessecador, at¢ o momento da andlise no microscopio

eletronico de varredura.
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4.2.2.10. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PARA A REDUCAO DO ION FERRICO

(Método FRAP)

Para a determinagdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi utilizada a
metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas modificacdes. Foram
preparadas solucdes estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 10 mM, FeCl;.6H,O
20mM e tampao acetato (300mM; pH 3,6). O reagente de trabalho FRAP foi preparado no
momento da andlise misturando 25 mL de tampao acetato (300 mM; pH 3,6), 2,5 mL de
solucdo estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine; 10 mM) e 2,5 mL de solucdo estoque
de FeCl;.6H,O (20 mM). Para o preparo das amostras, 2 gramas de cada p6 de hidrolisado
protéico formulado com maltodextrina foram diluidos em 10 mL de dgua. No caso do
hidrolisado puro em p6 e da maltodextrina pura, foram utilizadas solugdes com uma
concentracdo aproximada de 50 mg de proteina/mL e 20 mg de maltodextrina/mL de
solucdo, respectivamente. O hidrolisado puro na forma liquida foi diluido até atingir uma
concentracdo de 20 mg de proteina/mL solugdo. Posteriormente, 250 pul. de amostra diluida
foram adicionados a cinco mililitros de reagente FRAP recentemente preparado e a reagao
da mistura foi feita na escuriddo mantendo a temperatura em 37 °C durante 30 minutos.
Terminado o tempo de reacdo, leituras de absorbancia foram feitas a 593 nm em um
espectrofotometro UV-visivel (UNICO, modelo SQ-2800 Single Beam, United Products &
Instruments Inc, Dayton, Estados Unidos), usando uma cubeta de vidro com 1 cm de
caminho 6tico. Foram preparadas curvas padrao deixando reagir 250 pL. de solucdes de
sulfato ferroso, Trolox, dcido galico e dcido ascérbico em diferentes concentracdes (100 —
2000 uM) com o reagente FRAP recentemente preparado. Tampado acetato foi utilizado

como branco para a calibra¢do do equipamento.
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4.2.2.11. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE POR CAPTURA DO RADICAL CATIONICO

ABTS* (Método TEAC)

A capacidade de captura do radical catidnico ABTS* foi determinada pelo método
proposto por Re et al. (1999) com algumas modificacdes. Foram preparadas solucdes
estoque de ABTS (2.2-AZINO - BIS (3-ethylbenzo — thiazoline — 6 — sulfonic acid)
diammonium salt) 7 mM, persulfato de potdssio 150 mM e tampao fosfato salino (PBS —
Phosphate Buffered Saline) (pH = 7,4). A solucdo de trabalho, contendo o radical livre
ABTS™, foi preparada misturando-se 83 pL de solucdo estoque de persulfato e 5 mL de
solucdo estoque de ABTS, deixando reagir a temperatura ambiente e na escuridao durante
16 - 24 horas. Posteriormente, uma aliquota de 0.5mL de solucdo de trabalho foi diluida
com PBS até atingir uma absorbancia de 0,70 £ 0,02 em um comprimento de onda de 734
nm. O espectrofotdmetro UV-visivel (UNICO, modelo SQ-2800 Single Beam, United
Products & Instruments Inc, Dayton, Estados Unidos) foi previamente zerado com PBS.
Para o preparo das amostras, 0,2 g de cada pé de hidrolisado protéico formulado com
maltodextrina foram diluidas em 10 mL de dgua. No caso do hidrolisado puro em pé e da
maltodextrina pura, foram utilizadas solu¢des com uma concentracdo aproximada de 5 mg
de proteina/mL e 20 mg de maltodextrina/mL de solugdo, respectivamente. A amostra de
hidrolisado puro liquido foi diluido até atingir uma concentra¢do aproximada de 2 mg de
proteina/mL de solucdo. Para a determinacdo da capacidade antioxidante, 100 pL de
amostra diluida foram adicionados a 10mL de solug¢do de trabalho, diluida na hora da
andlise. A absorbancia (A = 734 nm) da mistura foi medida apés 6 min de reacdo, a qual foi
desenvolvida em condigdes ambientais e na escuriddo. A mudanga na absorbancia

provocada pela amostra foi quantificada, com base em curvas padrao de diferentes
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substancias antioxidantes conhecidas (Trolox, FeSO4.7H,0, dacido gélico e é&cido

ascorbico), e expressas em pumol equivalente da substancia padrdo por grama de proteina.

Para o calculo dos modelos matematicos e a discussio dos resultados de ambos os

métodos de determinagdo de capacidade antioxidante, foram considerados os resultados

expressos em equivalentes em FeSO4.7H,0 para o FRAP, e equivalentes em Trolox para o

TEAC, por serem as substancias padrao utilizadas nas metodologias originais.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais para as diferentes respostas estudadas, com excecao da

atividade antioxidante, sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Resultados experimentais da umidade e da atividade de 4gua, densidade
aparente, higroscopicidade e didmetro volumétrico médio de particula para o
hidrolisado protéico de pele de cagido em po.

VARIAVEIS RESPOSTAS AO PLANEJAMENTO
ENSAIO
Tar C X a, Pap H Dy
1 156 7,2 340+0,10 0,11 +£0,01 330,312 23,63+0,08 7,19+0,27
2 184 7,2 326+0,10 0,13+£0,00 301,5+9,2 23,29+0,37 7,31 +0,07
3 156 17,8 | 2,62+0,07 0,12+0,00 3745+11,8 1698 +£0,17 9,75 0,08
4 184 17,8 | 243+£0,04 0,10+x0,00 323,0£6,6 18,20+0,17 11,28+0,10
5 (a) 150 12,5 | 3,53+0,00 0,11+0,00 340,3+5,8 18,05+0,32 5,81 +0,30
6 (a) 190 12,5 | 3,18+0,16 0,13+x0,00 293,1+1,2 19,50+0,21 8,95+0,22
7 (a) 170 5,0 3,33+0,12 0,13+0,00 320,5+244 26,68+0,21 5,39+0,04
8 (a) 170 20,0 | 1,83+0,02 0,09+0,00 3504+7,6 1626+0,25 10,72+0,13
9 (c) 170 12,5 | 2,65+0,03 0,12+0,01 333,6+21,1 19,49+0,22 6,03 +0,02
10 (¢) 170 12,5 | 2,81+0,06 0,12+0,00 322,5+9,1 19,14+0,69 8,59 +0,14
11 (¢) 170 12,5 | 2,51+0,01 0,11+0,00 338,6+4,6 19,08+0,35 9,12 +0,08

T, = temperatura do ar de secagem (°C); C = concentraciao de maltodextrina (g/100g hidrolisado);
X =umidade (g/100g amostra); p,, = densidade aparente (kg/m’); H = higroscopicidade (g/100g
sOlidos totais); Dy 3= didmetro médio volumétrico de particula (um).
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4.3.1. UMIDADE E ATIVIDADE DE AGUA

Como pode ser observado na Tabela 4.2 a umidade final variou entre 1,83% e
3,53% (em base seca). Esses valores sdo proximos aos reportados por outros autores para
pOs obtidos por atomizacdo a partir de hidrolisado de tildpia, hidrolisado de peito de frango,
polpa de acai, suco de uva e puré de batata doce, usando maltodextrina (DE=10) como
agente carreador (ABDUL-HAMID et al., 2002; KUROZAWA et al., 2009a; TONON et
al., 2008; PAPADAKIS et al., 2006; GRABOWSKY et al., 2006). No caso da atividade de
agua, o valor variou entre 0,094 e 0,131 correspondentes aos pontos 8 € 7 do planejamento
(pontos axiais da concentracdo) respectivamente, indicando que a atividade agua foi
dependente da concentracdo de agente carreador usada para a secagem. As respostas
minimas, tanto para a umidade quanto para a atividade de dgua, foram observadas no ensaio

8, onde foi usada a maxima concentracdo de maltodextrina (20,0 g/100 g hidrolisado).

Como mostrado na Tabela 4.3, a umidade final do pé foi influenciada pelas duas
varidveis estudadas (T, e C), sendo o termo linear da concentracdo de agente carreador a

mais importante.

No caso da atividade de dgua, apesar da significancia estatistica do fator linear de
concentracdo de agente carreador e da interacdo (p < 0,10), as variagdes entre os resultados
experimentais foram muito pequenas (a,, proximas a 0,1) pelo que foi considerado que nao

houve efeito significativo das varidveis de processo sobre a a,, dentro da faixa estudada.
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Tabela 4.3. Coeficiente de regressao, efeito estimado, erro padrdo e p-valor para cada fator
no modelo matemadtico codificado para a umidade e a atividade de dgua do
hidrolisado os protéicos de pele de cacdo em po.

X a,
FATORES Coef. de Efeito Erro Coef. de Efeito Erro

Regressao* Estimado Padrao p-valor Regressao* Estimado Padrao p-valor
Média 2,61 2,66 0,08 <0,01 --- 0,12 0,00 <0,01
T, (L) -0,10 021 009 0,08 000 001 052
T (Q) 0,36 0,68 0,11 <0,01 - 0,00 0,01 0,70
C(@L) -0,46 -0,93 0,09 <0,01 --- -0,02 0,01 <0,04
CWQ - -0,10 0,11 0,42 --- 0,00 0,01 0,69
T, (L) x C (L) --- -0,02 0,13 0,88 --- -0,02 0,01 0,09

* Parametros significativos (p <0,10)

O modelo proposto para a predicdo da umidade do pé de hidrolisado de pele de
cacdo apresentou significancia estatistica (Tabela 4.4), e um coeficiente de determinacdo

(RZ) de 0,96, indicando que o modelo explica 96,2% dos dados experimentais.

Tabela 4.4. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo ajustado da umidade

Modelo codificado — Parametros significativos
Fontes de .
o (90% confianca)
variaciao —
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado

Regressao 2,58 3 0,86 59,51 3,07
Residuos 0,10 7 0,01
Falta de ajuste 0,05 5 0,01 0,46 9,29
Erro Puro 0,05 2 0,02
Total 2,68 10
R’ 0,96

*valores de Fy,, parap <0,10
SQ= soma de quadrados; GL= graus de liberdade; MQ = média quadratica

De acordo com a Figura 4.2, umidades mais baixas foram obtidas para
concentracdes de agente carreador acima de 15%. De acordo com Goula e Adamopoulos

(2004), o conteddo de sdlidos totais da solucdo de alimentacdo influi diretamente na
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umidade final do p6. Conteudos de umidade mais baixos no p6é podem ser atingidos quando
se aumenta a concentracdo de sdlidos totais na solucdo inicial, pela reducdo da dgua livre
para evaporagdo. Além disso, por ter maior peso molecular, a adicio de maltodextrina
reduz a higroscopicidade do p6 (item 4.3.2) e particulas com menor umidade final podem

ser obtidas.

. Il > 4.0
I <4.0
Bl <35
[]=<3.0
B <25
I <20

Figura 4.2. Superficie de resposta para a umidade do hidrolisado protéico de pele de cagcao
obtido por spray drying.

No caso da temperatura, pesquisas mostram que temperaturas maiores de secagem
produzem produtos com menor umidade devido ao maior gradiente de temperatura entre o
ar de secagem e a solucdo a secar. No entanto, neste caso as umidades mais baixas foram
registradas em torno de 170°C (ponto central do planejamento experimental),

provavelmente pela diminui¢@o na taxa de difusdo da dgua da particula.

Segundo Goula e Adamopoulos (2008), Seydel et al. (2006) e Zanoni et al. (1999),
o incremento na temperatura de secagem aumenta nao sé a difusdo de vapor de dgua, mas
também a contracdo da estrutura da particula, que dd origem a uma superficie de maior

espessura, a qual dificulta a difusdo do vapor de dgua contido no interior da particula. Além
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disso, como a taxa de evaporagdo € maior conforme aumenta o gradiente de temperatura,
uma atmosfera saturada de vapor de dgua é criada ao redor da particula, o que dificulta
também a difus@o da 4gua localizada no interior da particula para o ar de secagem,
conseqiientemente, particulas mais imidas podem ser obtidas a temperaturas mais altas de

secagem.
4.3.2. DENSIDADE APARENTE E HIGROSCOPICIDADE

Os resultados experimentais tanto para a densidade aparente quanto para a
higroscopicidade do hidrolisado de pele de cacdo em pd encontram-se apresentados na
Tabela 4.2. Os valores experimentais da densidade aparente oscilaram entre 293,1 e 374,5
kg/mS, que correspondem aos ensaios 6 (T, = 190 °C, C = 12,5%) e 3 (T, = 156 °C, C =
17,8%) do planejamento experimental. A higroscopicidade dos pds variou entre 16,26 e
26,68 g/100g sdlidos, correspondentes aos ensaios 8 (Ty =170 °C, C =20%) e 7 (Ty =170
°C, C =5,0%), respectivamente. Esses valores foram muito inferiores se comparados com a

higroscopicidade do hidrolisado puro seco a 170 °C (173,0 g/100g s6lidos).

A densidade aparente foi positivamente influenciada pela concentragdo de agente
carreador, mas negativamente influenciada pela temperatura de processo, indicando que
maiores valores de densidade aparente foram obtidos quando utilizadas temperaturas baixas
de secagem e concentragdes altas de agente carreador. J4 para a higroscopicidade, apenas a
concentracdo de maltodextrina teve impacto significativo sobre a resposta, ou seja, quanto
maior foi a quantidade de agente carreador utilizado, menor foi quantidade de 4gua

adsorvida pelo p6 produzido e portanto, menor o valor da higroscopicidade (Tabela 4.5).

116



Tabela 4.5. Coeficiente de regressdo, efeito estimado, erro padrdo e p-valor para cada fator
no modelo matemdtico codificado para a densidade aparente (p,) € a

higroscopicidade (H) do hidrolisado protéico de pele de cagdo em pd.

pap H
FATORES Coef. de Efeito Erro Coef. de Efeito Erro

Regressao* Estimado Padrao p-valor Regressao* Estimado Padrao p-valor
Média 329,84 331,50 4,51 <0,01 19,11 19,24 0,34 <0,01
T, (L) -18,42 -36,84 553 <0,01 --- 0,74 0,42 0,14
T, (Q) - -11,70 6,60 0,14 - -0,27 0,50 0,62
C(@L) 13,53 27,05 553 <0,01 -3,32 -6,63 042 <0,01
CQ - 7,14 6,60 0,33 1,26 2,45 0,50 <0,01
T, (L) x C (L) - -11,32 7,81 0,21 - 0,78 0,59 0,24

* Parametros significativos (p <0,10)

A Tabela 4.6 apresenta a andlise de variancia dos modelos obtidos para a densidade

aparente da particula e a higroscopicidade dos pés de hidrolisado de pele de cagdao. Ambos

os modelos mostraram significancia estatistica para predizer os valores das duas respostas

dentro da faixa estudada.

Tabela 4.6. Andlise de variancia (ANOVA) para os modelos da densidade aparente e da
higroscopicidade do hidrolisado protéico de pele de cacdo em p6

Modelo codificado para p,p

Modelo codificado para H

Fonfes ~de (90% confianca) (90% confianca)
variacéo - .
SQ GL MQ Fue Fup SQ GL MQ Fae Fup

Regressao 4166,0 2 20829 2093 3,11 97,41 48,71 110,38 3,11
Residuos 795.,4 8 99,4 3,53 0,44
Falta de ajuste | 659,5 6 109,9 1,61 9,33 3,43 0,57 11,36 9,33
Erro Puro 135,9 2 67,9 0,10 0,05
Total 4961,4 10 100,94
R’ 0,84 0,98

*valores de Fy,, para p <0,10

A superficie de resposta apresentada na Figura 4.3a, mostrou que densidades mais

baixas foram obtidas para concentracdoes de maltodextrina abaixo de 10% e temperaturas

acima de 170°C. A reducdo da densidade aparente devido ao acréscimo da temperatura do
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ar foi também observada por outros autores para secagem de hidrolisado de peito de frango,
polpa de tomate e extratos de betacianina de amaranto por atomizacdo (KUROZAWA, et

al. 2009a; GOULA e ADAMOPOULQS, 2005; CAI e CORKE, 2000).

Segundo Walton (2000), o aumento da temperatura de secagem provocou um
incremento na taxa de transferéncia de massa tanto da goticula quanto da particula. No caso
de morfologias cristalinas, mencionado incremento resulta em uma secagem mais violenta e
rapida, produzindo particulas com grande tendéncia a inchar (aumento no volume), enrugar

e, em casos extremos, a colapsar. Este aumento no volume acarreta em uma reducdo da

densidade aparente.

(a) (b)
400 |

28 > 26
375 2 B <2
50 Il > 350 B <24
F | I <350 5" I

— 32 PN [ 1<325
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Figura 4.3. Superficies de resposta para: (a) densidade aparente (p,) e (b)
higroscopicidade (H) do hidrolisado protéico de pele de cagdo em pd.

No caso do aumento da densidade aparente pela adi¢do de maiores quantidades de
maltodextrina, a presenca de maior quantidade de sélidos na solucdo de alimentagdo
poderia ter reduzido a quantidade de bolhas de ar dentro da goticula, resultando na
formagdo de particulas mais pesadas. De acordo com Walton (2000), um aumento na

concentracdo de alimentacdo de 15% a 30% resultou na redu¢do da deformacdo, quebra de
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superficie e nucleacdo interna (formagdo de bolhas de ar) de particulas de leite desnatado

feitas por spray drying, conseqiientemente, a densidade do produto final foi aumentada.

No caso da higroscopicidade (Figura 4.3b), esta resposta dependeu exclusivamente
da quantidade de maltodextrina adicionada, sendo que os valores mais baixos foram
observados para concentragdes acima de 15% de agente carreador. Os hidrolisados
protéicos em geral possuem peptideos de baixo peso molecular, os quais sdo altamente
higroscépicos, mesmo em umidades relativas baixas. A adi¢do de maltodextrina, um
carboidrato com maior peso molecular e baixa higroscopicidade, ajuda a melhorar a
estabilidade do pé pelo incremento da temperatura de transi¢do vitrea e pela diminui¢ao da
taxa de adsorcdo de dgua durante a estocagem. A capacidade da maltodextrina para a
reducdo da higroscopicidade de pds produzidos por spray dryer tem sido comprovada por
outros autores para diferentes matérias primas, entre outras: hidrolisado de peito de frango,
polpa de agai e extratos de pigmentos de amaranto (KUROZAWA, 2009; TONON, 2009;

CAl e CORKE, 2000).

Para se ter uma melhor idéia da influéncia que teve a concentragdo de maltodextrina
sobre a higroscopicidade do hidrolisado de pele de cagdao em pod, a Figura 4.4 apresenta as
mudancas percebidas visualmente no hidrolisado puro seco a 170°C, na maltodextrina e nos
p6s produzidos com adicdo de 5,0; 12,5 e 20,0% de maltodextrina secos a mesma
temperatura (170 °C), durante o tempo de andlise (7 dias). Como mostrado, o hidrolisado
de pele de cacado ¢é altamente higroscopico sofrendo uma forte altera¢do ja no segundo dia
da andlise, passando de uma consisténcia s6lida e particulada de cor marrom clara e opaca
para um estado liquido e pegajoso de cor marrom intensa e brilhante. A maltodextrina,

como esperado, manteve a sua consisténcia e cor ao longo da andlise. J4 as amostras
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preparadas com adi¢do de agente carreador mostraram maior resisténcia a adsor¢do de dgua
principalmente na condicdo onde foi adicionada 20,0% de maltodextrina, mostrando

alteracdo visual s6 a partir do quarto dia de anélise.

AMOSTRA DIA DE ANALISE
1° 2° 4° 70

Figura 4.4. Mudancas visuais causadas pela adsor¢do de dgua ao longo do tempo no
hidrolisado de pele de cacdo seco, na maltodextrina e nos pds obtidos a partir
do hidrolisado protéico com 5, 12,5 e 20% de maltodextrina. (temperatura
ambiente, UR = 75,29%). MD10 = maltodextrina pura.
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4.3.3. DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA E MICROESTRUTURA

O diametro médio de particula do hidrolisado de pele de cacdo em pé oscilou na
faixa de 5,39 + 0,04 até 11,28 + 0,10 um (Tabela 4.2). Estes valores foram similares
aqueles obtidos por Kurozawa et al. (2009b) para o pé produzido por spray drying a partir
do hidrolisado protéico de peito de frango. Ambas as varidveis tiveram efeito sobre o
didmetro de particula médio, mas s6 a concentracdo de maltodextrina teve efeito
estatisticamente significativo (Tabela 4.7), sendo esse efeito positivo, o que significa que
particulas maiores foram obtidas quando foram utilizadas concentracdes maiores de agente
carreador. De acordo com Goula e Adamopoulos (2004), o tamanho das particulas secas
depende do tamanho das goticulas atomizadas e o tamanho dessas goticulas é dependente
da forma como foi feita a atomizacdo e das propriedades fisicas e concentracdo de sélidos
da solucdo de alimentacdo. O tamanho de goticula usualmente aumenta conforme a
concentracdo ou a viscosidade da solu¢do de alimentacdo € incrementada, e a energia
disponivel para a atomizacdo (por exemplo, velocidade de rotacao no bico rotativo, pressao
no bico) diminui.

Tabela 4.7. Efeito estimado, erro padrio e p-valor para cada fator no modelo matematico

codificado para o diametro médio de particula do hidrolisado protéico de pele
de cacdo em po.

Dy
FATORES Efeito Erro
Estimado Padrao p-valor
Média 7,91 0,78 <0,01
Ty (L) 0,76 0,48 0,17
T (Q) 0,03 0,57 0,97
C (L) 1,76 0,48 <0,01
(oX(0)! 0,37 0,57 0,55
T L) x C (L) 0,35 0,68 0,63
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Por outro lado, o efeito positivo da temperatura sobre o didmetro médio volumétrico
de particula estd diretamente relacionado com a dilatacio da mesma, causada a altas
temperaturas de secagem. Segundo Reiniccius (2001), grandes gradientes de temperatura
(taxas de evaporagdo altas) produzem particulas maiores, comparadas com aquelas
produzidas em condi¢des menos severas. Secagens muito rapidas criam rapidamente uma

estrutura firme e ndo permitem o encolhimento da particula durante a secagem.

As distribui¢des de tamanho de particula para os ensaios axiais das duas varidveis
estudadas, apresentadas na Figura 4.5a, mostram um formato bimodal, com picos
caracteristicos em torno de 0,8 — 1,0 ym e 9,0 - 10 pm aproximadamente. Este tipo de
distribuicdo de tamanho de particula foi também reportado por outros autores para pos
obtidos por atomiza¢do, usando maltodextrina (DE = 10) como agente carreador, a partir de
hidrolisado de carne de peito de frango e suco de acai (KUROZAWA et al., 2009a,

TONON et al., 2009; TONON et al., 2008).

O efeito do aumento da temperatura no tamanho de particula pode ser observado
nos ensaios 5 e 6 (T, = 150 °C; C = 12,5 % e T, = 190°C; C = 12,5% respectivamente),
onde o acréscimo da temperatura provocou um deslocamento do pico maior (em torno de 8
um) para a regido de maior didmetro de particula. Por outro lado, o incremento da
temperatura causou maior fragmentacdo das particulas, refletido na diminui¢cdo do pico
correspondente a 1,0 um por uma faixa de 0,3 — 0,9 um. Segundo Walton e Mumford
(1999), em condi¢des de alta temperatura, a superficie da goticula a secar é
instantaneamente coberta por uma casca seguida rapidamente de formagdo de bolhas de
vapor no interior da mesma. Essas bolhas expandem violentamente deformando e
eventualmente quebrando a parede, provocando o colapso da particula.

122



(a)

12
— — [5) Tar= 150°C; C= 12,5%
10
-« (6) Tar= 190°C; C= 12,5%
----- (7) Tar= 170°C; C= 5,0%
8 4
—— (8) Tar= 170°C; C= 20,0%
®
E 61
=¥
S
4 4
2 ’-&'." =
¥ he
g
0 I g ~
0,0 0,1 1,0 10,0 100,0

didmetro de particula (pm)

I%;f 4 _!].ln‘aa dénm%l%l “7-!-_

A B

Figura 4.5. (a) Distribuicio de tamanho de particula para os ensaios axiais do
planejamento, onde os niimeros entre parénteses indicam o nimero de ensaio.
Microestrutura do hidrolisado em p6 seco a 170°C (b) com 5% de
maltodextrina (¢) com 20% de maltodextrina, aumentos de 1000 e 3000x
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Comportamento similar foi observado para as distribui¢des de tamanho de particula
dos ensaios axiais das concentragdes de agente carreador (ensaio 7: Ty = 170°C; C = 5,0%
e ensaio 8: T, = 170°C; C = 20,0 %), onde o incremento da quantidade de maltodextrina
provocou o deslocamento do pico em torno de 8 pm para um drea de maior didmetro

volumétrico.

De acordo com a Figura 4.5b, o hidrolisado protéico formulado com 5% de
maltodextrina apresenta uma estrutura com paredes rugosas e predominancia de formatos
irregulares, embora estruturas esféricas estejam presentes em menor quantidade. Essas
particulas possuiram menor tamanho se comparadas com as particulas produzidas com 20%
de maltodextrina na formulagdo (Figura 4.5c), confirmando os resultados mostrados para o
diametro médio volumétrico de particula. Nas imagens obtidas para esta ultima condigao,
foi observada uma maior propor¢ao de particulas com estrutura esférica, se comparada com
a condic@o onde foi utilizada menor quantidade de agente carreador. Apesar das imagens
ndo mostrarem particulas quebradas, € tipico das particulas produzidas por spray drying
possuir uma estrutura oca. Durante a evaporacgdo, a particula diminui gradualmente o seu
tamanho e a espessura da superficie torna-se maior, formando particulas sélidas ou ocas
dependendo do material. As particulas ocas sdo formadas pela expansdo dos gases
dissolvidos na solu¢do durante a secagem, a formacao de bolhas de vapor no interior das
goticulas ou a incorporacao de ar nas goticulas durante a atomizagdo (ROSEMBERG et al.,
1985; WALTON e MUMFORD, 1999; SEYDEL et al., 2006). A superficie rugosa pode ser
provocada pela contracdo da particula quando diminui a pressdo interna dos gases de

evaporagao.
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Finalmente, de acordo com Jafari et al. (2008), as microparticulas obtidas a partir do
hidrolisado protéico de pele de cacdo podem ser classificadas dentro do grupo das
microcdpsulas tipo matriz, ou também chamadas microesferas, onde o material de recheio,
neste caso os peptideos de baixo peso molecular presentes no hidrolisado, estdo
uniformemente incorporados e distribuidos no material de parede (maltodextrina). Ambos
os materiais estdo localizados préximos a superficie da microesfera, formando uma
“casca”. Microesferas de morfologia similar foram obtidas por outros autores para
hidrolisados de caseina e carne de peito de frango usando maltodextrina (DE = 10) como

material de parede (ROCHA et al., 2009; KUROZAWA et al., 2009b).

4.3.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados experimentais para a capacidade antioxidante determinadas pelos
métodos FRAP e TEAC sao apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9, respectivamente. Os
valores estdo expressos, tanto por grama de amostra quanto por grama de proteina. A
diferenca entre os valores de capacidade antioxidante obtidos pelos métodos FRAP e TEAC
pode ser associada aos diferentes mecanismos de reagcdao envolvidos. O método FRAP
detecta compostos que s6 podem atuar mediante um mecanismo de transferéncia simples de
elétrons, enquanto o método TEAC detecta os compostos que podem atuar tanto por
redugcdo direta, via transferéncia de elétrons, quanto por captura de radicais via

transferéncia de dtomos de hidrogénio (PRIOR et al., 2005).

Devido a que os valores reportados na literatura, para a capacidade antioxidante de
hidrolisados protéicos de diversas fontes, diferem em valores, formas de cdlculo e formas

de expressar os resultados, a comparacdo com os resultados obtidos no presente trabalho foi
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bastante dificil. Ndao obstante, alguns dados interessantes foram encontrados para a

discussao dos resultados.

A respeito do hidrolisado de pele de cacdo puro e no estado liquido (HPL), tanto
para o método FRAP quanto para o TEAC, foram encontrados valores de 12,02 pumol
equivalente em FeSO,4.7H,0 /g proteina e de 225,3umol equivalente em Trolox/g proteina,
respectivamente. Estes resultados ndo foram muito diferentes aos encontrados para o
hidrolisado puro seco por atomizagao (HPA) onde foram registrados valores de 11,61 pmol
equivalente em FeSO,4.7H,0 /g proteina para o FRAP e de 206,1 umol equivalente em
Trolox/g proteina para o TEAC, observando-se uma leve diminui¢ao no valor da capacidade

antioxidante. Essa diminui¢do foi mais pronunciada no valor do TEAC.

Considerando que a atividade antioxidante dos hidrolisados protéicos € inerente as
caracteristicas da seqiiéncia de aminodcidos presentes nos peptideos ou fragmentos
protéicos (PIHLANTO, 2006), a diminui¢do no valor de capacidade antioxidante observada
pode ter sido resultado de uma alteracdo na estrutura dos peptideos e/ou aminodcidos
responsaveis por conferir capacidade antioxidante ao hidrolisado, durante o processo de
secagem. De acordo com Arnoldi (2002), durante o tratamento térmico (neste caso a
secagem), podem ocorrer diversas reagdes envolvendo aminodcidos livres e peptideos.
Dentre elas temos: clivagem e/ou recombinagdo das pontes dissulfetos intramoleculares e
intermoleculares, reagdes envolvendo as cadeias laterais de aminodcidos, ocorrendo a
formacdo de ligagdes entre aminodcidos cruzados e reacdes dos aminodcidos bdsicos e

acidos das cadeias laterais resultando na formacao de ligacdes isopeptidicas.
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Tabela 4.8. Capacidade antioxidante pela redugdo do fon férrico (FRAP), expresso em pmol equivalente em FeSO,4.7H,0, Trolox,
acido gdlico e acido ascorbico por grama de proteina e por grama de amostra, para o hidrolisado de pele de cagdo puro

liquido, puro em pd, e formulado com diferentes concentracoes de maltodextrina (DE = 10).

VARIAVEIS Teor de PODER REDUTOR ION FERRICO (FRAP)
ENSAIO | T, c lzlg-;):gl(;lga pmol equivalente em / g proteina n pmol equivalente em / g amostra "
°C % | amostray | FeSOLTH0  Trolox Ac. Gilico Asc():l.)ico FeSO,7H,0  Trolox  Ac. Gilico Ascéfiﬁco
1 156 7,2 | 35,04+0,38 | 1428+0,03 7,62+0,01 1,85+0,00 5,51+0,01 [ 500+0,01 2,67+0,00 0,65+0,00 1,93+0,00
2 184 7,2 | 34,79+047 | 12,62+0,11 6,70+0,06 1,64+0,01 4,77+0,05 | 439+0,04 233+0,02 0,57+0,00 1,66+0,02
3 156 17,8 | 15,97+0,37 | 16,97 +0,18 9,08+0,10 2,19+0,02 6,59+0,08 | 2,71+0,03 1,45+0,02 0,35+0,00 1,05+0,01
4 184 17,8 | 16,76 0,17 | 1509 +0,16 8,06+0,09 195+£0,02 582+0,07 | 2,53+£0,03 1,35+0,02 0,33+0,00 0,98 +0,01
5 (a) 150 12,5 | 22,15+0,39 | 13,22+0,06 7,09+0,03 1,71+£0,01 5,17+0,02 | 293+£0,01 1,57+0,01 0,38+0,00 1,15+0,01
6 (a) 190 12,5 | 23,03+0,26 | 13,62+0,08 7,31+0,04 1,76+£0,01 536+0,03 | 3,14+0,02 1,68+0,01 0,40+0,00 1,23 +0,01
7 (a) 170 5,0 | 43,53+047 | 12,03+0,03 6,43+0,02 155+£0,00 4,66+0,01 | 523+0,01 280+0,01 0,68+0,00 2,03+0,01
8 (a) 170 20,0 | 1437+0,36 | 17,44+0,00 9,31+0,00 2,26+0,00 6,73+0,00 | 2,51+0,00 1,34+0,00 0,32+0,00 0,97 +0,00
9 (c) 170 12,5 22,82+0,36 | 14,78+0,08 7,96+0,05 191+0,01 5,.85+0,04 | 3,33+0,02 1,79+0,01 0,43+0,00 1,31+0,01
10 (¢) 170 12,5| 22,21+0,10 | 1430+0,14 7,68+0,08 1,84+0,02 5,63+0,06 | 3,19+0,02 1,72+0,01 0,41+0,00 1,26+0,01
11() | 170 12,5| 22,92+0,10 | 13,93+0,07 7,49+0,04 1,80+0,01 549+0,03 | 3,18+0,03 1,71+0,02 0,41+£0,00 1,25+0,01
HPL - - 4,0+0,10 12,02+0,14 6,21 +£0,08 1,57+0,02 4,15+0,06 --- - --- -
HPA 170 - 94,40+0,23 | 11,61 £0,00 6,21 0,00 1,50+0,00 4,51+0,00 --- - --- -
MPA* | 170 20,0 ---- 1,18+0,02 0,61+0,01 0,15+0,00 1,18+0,02 --- --- --- ---

HPL = Hidrolisado Puro Liquido; HPA = Hidrolisado Puro seco por Atomizagdo (T: 170°C; Vazao: 0,7 L/h); MPA (Maltodextrina Pura secada
por Atomizag¢do (T: 170°C; Vazao: 0,7 L/h).
* valores expressos em pmol equiv./g maltodextrina.
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Tabela 4.9. Capacidade antioxidante pela captura de radical ABTS* (TEAC), expresso em pmol equivalente em Trolox, FeSO4.7H,0,
acido gdlico e acido ascorbico por grama de proteina e por grama de amostra, para o hidrolisado de pele de cagdo puro
liquido, puro em pd, e formulado com diferentes concentracdes de maltodextrina (DE = 10).

VARIAVEIS

CAPTURA RADICAL CATIONICO ABTS™ (TEAC)

ENSAIO | T, c %}%%2 pmol equivalente em / g proteina pmol equivalente em / g amostra n
°C % amostra) Trolox FeSO,7H,0  Ac. Gdlico  Ac. Ascérbico Trolox FeSO,7H,0  Ac. Gilico Asc():l.)ico
1 156 7,2 | 35,04+0,38 | 189,9+0,0 559,0 +0,0 37,7+£0,0 286,8 0,0 | 66,5+0,0 1959+£0,0 13,2+0,0 100,5+0,0
2 184 7,2 | 34,79+£047 | 183,0+£29 538,3 +8,7 36,3+0,6 276,6 +43 | 642+0,6 1889+18 12,7+0,1 97,0%£09
3 156 17,8 | 15,97+0,37 | 230,3+0,7 6673+22 454+0,1 3498+ 1,1 | 36,8+0,1 106,6+04 7,3+0,0 559+0,2
4 184 17,8 | 16,76 £0,17 | 221,4+3,5 641,7+10,5 43,7+£0,7 336,2+52 | 37,1+0,6 107,5+1,8 73+0,1 56,3+0,9
5(a) 150 12,5 | 22,15+0,39 | 199,2+2)7 580,7 + 8,0 39,4+0,5 302,0+4,0 | 44,106 128,6+1,8 8,7+0,1 66,9 +0,9
6 (a) 190 12,5 | 23,03+0,26 | 2059+5,8 6014+174 40,7+1,2 3119+8,7 | 474+13 1385+40 94+0,3 71,8+£2,0
7(a) 170 5,0 | 43,53+047 | 168,2+0,3 4959 £0,8 33,4+0,1 2538+04 | 73,2+0,1 2159+04 145+£0,0 110,5+0,2
8 (a) 170 20,0 | 1437+0,36 | 2264+74 653,1+22,1 44,6+1,5 3445+11,1 | 325+1,1 939+32 6,4+0,2 49,5+ 1,6
9 (c) 170 12,5 | 22,82+0,36 | 213,1+1,5 622,8+4,6 422+03 322,7+23 | 48,604 142,1+1,1 9,6+0,1 73,6 £0,5
10(c) | 170 12,5| 22,21+£0,10 | 213,7+3,4 6243+10,1 423+0,7 3238+5,1 | 47,5+0,8 138, 7+£23 94+0,2 719 +1,1
I1(c) | 170 12,5] 22,92+0,10 | 2122+73 6204+21,9 420+1,5 3214+109 | 486+1,7 1422+50 9,6+0,3 73,725
HPL - - 4,0+0,10 2253+ 1,2 638,5+3,5 44,1 £0,2 345,0+ 1,8 - - - -
HPA 170 - 94,4 + 0,23 206,1 £ 1,5 602,8+44  40,8+0,3 312,1£2.2 - - - -
MPA* | 170 20,0 - 1,7+0,0 4,4+0,0 0,3+0,0 2,7+0,0 - - - -

HPL = Hidrolisado Puro Liquido; HPA = Hidrolisado Puro seco por Atomizacgao (T: 170°C; Vazao: 0,7 L/h); MPA (Maltodextrina Pura secada
por Atomizag¢do (T: 170°C; Vazao: 0,7 L/h)
* valores expressos em pmol equiv./g maltodextrina
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Giménez et al. (2009) determinaram a capacidade antioxidante de hidrolisados de
gelatina extraida de peles de linguado e lula. Os autores encontraram valores de FRAP de
4,0 e 16,5 umol FeSO,4.7H,O/g de amostra respectivamente, e de 86,8 e 184,5 pumol de
acido ascérbico equivalente/g amostra para a capacidade antioxidante pela captura do
radical livie ABTS*, respectivamente. Com excecio do valor FRAP do hidrolisado de
gelatina de lula, os valores de capacidade antioxidante encontrados para o hidrolisado de

pele de cacdo foram superiores.

Phanturat et al. (2010), estudaram a eficiéncia de diferentes proteases para obtencao
de um hidrolisado de gelatina com maximo potencial antioxidante, para diferentes graus de
hidrdlise, e observaram que os valores da capacidade antioxidante determinada pelo método
FRAP variaram entre 0,12 e 0,62 umol TE/mg de proteina, entanto que, para o TEAC os
valores oscilaram entre 1900 e 2000 umol equiv. TE/mg de proteina. Esses valores foram

superiores aos obtidos no presente trabalho.

Em outro trabalho, Kantaphant e Benjakul (2008) fizeram um estudo comparativo
sobre a eficiéncia do uso de proteases extraidas do ceco pildrico de trés espécies de peixe,
para a producdo de um hidrolisado de gelatina com alta atividade antioxidante, obtendo
valores entre 1,6 e 2,4 umol Trolox/mg de proteina para o FRAP, e, entre 1350 e 1600 pmol
Trolox/mg proteina para o TEAC, valores também superiores aos apresentados no presente

trabalho.

No caso das microesferas produzidas a partir do hidrolisado de pele de cacdo

misturados com maltodextrina, os resultados de FRAP e TEAC, expressos por grama de
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amostra (Tabelas 4.8 e 4.9) mostraram que o valor da capacidade antioxidante diminuiu na
medida em que maiores concentracdes de agente carreador foram usados para produzir as
particulas. No entanto, a temperatura ndo provocou maiores mudangas nas duas respostas.
Tanto para o FRAP quanto para o TEAC, os maiores valores de capacidade antioxidante,
5,23 pumol equivalente em FeSO4.7H,0/g de amostra e 73,2 umol equivalente em Trolox/g
amostra, respectivamente, foram registrados no ensaio 7 (T, = 170 °C; C = 5,0%). As
capacidades antioxidantes mais baixas foram encontrados no ensaio 8 (T, = 170 °C; C =
20,0%) com valores de 2,51 pmol equivalente em FeSO,4.7H,0/g de amostra para o FRAP e

de 32,5 umol equivalente em Trolox/g amostra para o TEAC.

Tendo em consideragdo que as fragdes peptidicas do hidrolisado aportam a maior
parte da capacidade antioxidante das microparticulas, é esperado que os valores de FRAP e
TEAC diminuam conforme menores propor¢cdes de proteina estejam presentes na
composi¢ao global das mesmas. Nao obstante, estes resultados ndo indicam se a capacidade
antioxidante destas fracdes protéicas estd sendo afetada pelas condi¢des do processo de
secagem. Neste caso, os resultados expressos por grama de proteina resultam melhores para

avaliar este aspecto.

Pode-se observar na Tabela 4.8 que os ensaios 8 (T,,= 170 °C; C =20,0%) e 3 (Tu
= 156 °C; C = 17,8%) apresentaram os maiores valores de capacidade antioxidante pelo
método FRAP (17,44 e 16,97 umol equiv. em FeSO,.7H,0 /g proteina, respectivamente),
sendo que nessas condi¢des foram adicionadas as maiores concentracdes de material de
parede. Esses valores foram superiores aos registrados para o hidrolisado na forma pura. J&
para a capacidade antioxidante pelo método TEAC (Tabela 4.9), os resultados de

capacidade antioxidante s6 foram levemente superiores para os mesmos ensaios (226,4 e
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230,3 umol equivalente em Trolox/g proteina para os ensaios 8 e 3, respectivamente),
sendo o resto de valores inferiores aos do hidrolisado puro na forma liquida. Nao foram
encontrados trabalhos que determinassem a capacidade antioxidante de hidrolisados

protéicos em p6 com adi¢do de agentes carreadores, pelos métodos FRAP e TEAC.

Especial énfase merecem os resultados encontrados para a capacidade antioxidante
da maltodextrina pura, apresentando um valor FRAP de 1,18 umol equiv. em FeSO4/g
maltodextrina, e um valor TEAC de 1,70 pmol equiv. em Trolox/g maltodextrina que
equivale a 9,81% e 0,75% em relacdo a capacidade antioxidante do hidrolisado puro
liquido calculada pelo método FRAP e TEAC, respectivamente. Esses resultados indicam
que a maltodextrina poderia estar interferindo nos valores de FRAP através de um
mecanismo de reacao ndo reportado na bibliografia consultada, mas que poderia ser objeto
de futuras pesquisas. Uma hipétese para explicar este comportamento estaria no poder
redutor da maltodextrina, usado para calcular o equivalente de dextrose (DE) das mesmas.
Segundo Blanchard e Katz (2006), conforme o amido € progressivamente hidrolisado,
grupos redutores terminais adicionais sdo expostos junto com o monossacarideo reduzido
dextrose (D-glicose), o qual seria o produto final, em teoria. Esses grupos redutores gerados
pela hidrdlise do amido, durante o processo de fabricacao da maltodextrina, poderiam estar
provocando a reducio do fon Fe* do reagente FRAP e, portanto, a mudanca na absorbéncia

observada na analise.

Os coeficientes de regressao e os efeitos das varidveis de processo (temperatura de
ar de entrada e concentracdo de maltodextrina) sobre a capacidade antioxidante do

hidrolisado de pele de cacdo em pd, estdo apresentados na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10. Coeficiente de regressdo, efeito estimado, erro padrdo e p-valor para cada
fator no modelo matematico codificado para as capacidades antioxidantes
pelos métodos FRAP e TEAC, do hidrolisado protéico de pele de cagdao em pd.

FRAP TEAC
FATORES Coef. de Efeito Erro I Coef. de Efeito Erro I

Regressao* Estimado Padrao p-valor Regressao* Estimado Padrao p-valor
Média 14,39 14,34 0,52 <0,01 209,56 212,99 3,28 <0,01
T (L) -—- -0,75 0,64 0,30 - -1,59 4,03 0,71
T, (Q) - -0,59 0,77 0,48 - -1,34 4,81 0,19
C@L) 1,60 3,21 0,64 <0,01 20,16 40,33 4,03 <0,01
CQ - 0,73 0,77 0,38 5,25 -12,63 4,81 0,05
Ty (L) x C (L) - -0,11 0,91 0,91 - -1,02 5,69 0,86

* Parametros significativos (p < 0,10)

Como mostrado, a Unica varidvel que exerceu influéncia significativa (p < 0,10)
sobre a capacidade antioxidante determinada pelos dois métodos, foi a concentracdo de
maltodextrina, sendo esse efeito positivo. A andlise de varidncia (ANOVA) mostrada na
Tabela 4.11 para os dois modelos propostos indicou que ambos os modelos tém
significancia estatistica a um nivel de confianca de 90%, e que os modelos mateméticos
obtidos podem ser usados para predizer o valor da capacidade antioxidante do hidrolisado
de pele de cacdo em pé dentro da faixa de estudo.

Tabela 4.11. Andlise de variancia para os modelos das capacidades antioxidantes, pelos
métodos FRAP e TEAC, do hidrolisado protéico de pele de cacdo em pd

Modelo codificado para FRAP Modelo codificado para TEAC
Fonfes~de (90% confianca) (90% confianca)
variacio N .
SQ GL MQ Fue Fuw SQ GL MQ Fua Fup

Regressao 20.53 1 20.53 2641 329 (34114 2 17057 56.11 3.11
Residuos 7.00 9 0.78 243.2 8 30.4
Falta de ajuste | 6.63 7 0.95 5.18 935 | 242.1 6 403 7238 9.33
Erro Puro 0.37 2 0.18 1.1 2 0.6
Total 27.52 10 3654.6 10
R’ 0.746 0.933
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As superficies de resposta geradas a partir dos modelos propostos mostram o efeito

de ambas as varidveis estudadas sobre a capacidade antioxidante determinada pelos
métodos FRAP e TEAC (Figura 4. 6 (a) e (b)). A temperatura do ar de entrada no secador

nao teve influéncia significativa sobre as respostas dentro da faixa estudada (150 — 190°C).

(a)

(b)
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Figura 4. 6. Superficies de resposta para a capacidade antioxidante: (a) método FRAP e (b)
método TEAC, do hidrolisado protéico de pele de cacao em pd

Como mostrado anteriormente, o processo de secagem por spray dryer provocou

uma diminui¢do na capacidade antioxidante do hidrolisado protéico puro. O uso de
maltodextrina como material de parede teve influéncia positiva significativa sobre as duas
respostas analisadas, indicando que a adi¢cdo de maltodextrina favoreceu a conservagao, e
em alguns casos, a melhora das propriedades antioxidantes do hidrolisado, principalmente
para concentracdes de agente carreador acima de 15% (g/100g de hidrolisado) para as duas
andlises efetuadas (Figura 4. 6 (a) e (b)). Assim, a maltodextrina poderia ter agido de duas
formas para a conservacdo da capacidade antioxidante: primeiro pela protecdo dos

peptideos responsdveis pelas caracteristicas antioxidantes do hidrolisado contra danos
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térmicos provocados pelo processo de secagem, e segundo, pela formacdo de produtos

decorrentes da reagdo de Maillard.

Os Produtos da Reacdo de Maillard (PRM’s) sdo formados pela reagdo entre os
grupos carbonila dos agucares redutores e grupo amino dos aminodcidos, e tém sido
associados com a formacdo de compostos com forte capacidade antioxidante (KIM e LEE,
2009b). Os compostos responsaveis pela capacidade redutora dos PRM’s sao formados
durante a termolise dos produtos de Amadori na primeira fase das reagdes de Maillard, ou
pelos produtos heterociclicos formados na caramelizacdo do aguicar. Além disso, o
comprimento da cadeia peptidica € um dos fatores mais determinantes sobre o poder
redutor dos PRM’s (HWANG et al., 2001; CHARURIN et al., 2002; KIM e LEE, 2009a).
Liu et al. (2010) compararam a eficiéncia de algumas fra¢des de peptideos, com diferentes
pesos moleculares, para a obtencio de PRM’s com atividade antioxidante misturando
hidrolisado de soja com xilose. Em todos os casos, a capacidade antioxidante foi

potencializada pela formagao dos PRMs, e a mistura entre a fracdo de aminodcidos simples

e xilose apresentou a maior atividade antioxidante.

Tendo em consideragdo que o hidrolisado de pele de cacdo € composto por
peptideos de baixo peso molecular (< 6,5 kDa) e que a maltodextrina apresenta
propriedades redutoras, a probabilidade de formagdo de PRM’s com capacidade
antioxidante durante o processo de secagem por atomizagdo € elevada. No entanto,
permanece a incdgnita sobre os resultados obtidos pelo método TEAC. A adi¢do de
maltodextrina, em concentragdes inferiores a 10%, provocou uma diminui¢do maior no
valor da capacidade antioxidante, do que o provocado na amostra de hidrolisado puro seco

sem adicdo de agente carreador, o que deve ser motivo de estudos mais aprofundados.
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4.4.CONCLUSOES

O uso de maltodextrina como agente carreador melhorou a maioria das
caracteristicas estudadas do hidrolisado de pele de cacdo em pdé. Quanto maior foi a
concentracdo de maltodextrina adicionada, menores foram os teores de umidade e
higroscopicidade, e maiores foram os valores de densidade aparente, diametro médio

volumétrico de particula e de capacidade antioxidante dos pos.

A temperatura de ar de secagem teve influencia significativa sobre quase todas as
varidveis estudadas, com excecdo da higroscopicidade e da capacidade antioxidante.
Temperaturas altas de secagem provocaram a diminuicdo da densidade aparente e o
aumento no didmetro médio volumétrico de particula, contudo, o teor mais baixo de

umidade foi conseguido para uma temperatura de ar em torno de 170°C.

A distribuicdo de tamanho de particula caracterizou-se por apresentar um arranjo
bimodal com picos caracteristicos em torno de Ipum e 8um. A andlise de microscopia
eletronica de varredura mostrou que o hidrolisado protéico de pele de cacdo foi
encapsulado e uniformemente distribuido na parede da microesfera. As particulas

apresentaram estruturas esféricas e irregulares com superficie rugosa.

A capacidade antioxidante do hidrolisado de pele de cacdo foi conservada e em
alguns casos favorecida pela presenca de maltodextrina, principalmente para concentragdes
acima de 15%, provavelmente pela formacao de produtos decorrente da reacao de Maillard

com atividade antioxidante
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A presenca dos acgucares redutores da maltodextrina poderia ter causado
interferéncia nos resultados de capacidade antioxidante determinados pelo método FRAP

pelo que maiores estudos sdo requeridos.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES GERAIS

As curvas de cinética de reagdo enzimdtica obtidas seguiram o padrdo estabelecido
para clivagem protéica, caracterizado por uma alta taxa de reacdo inicial e a sua diminuicao
gradual até atingir uma fase estaciondria. Os dados experimentais apresentaram um 6timo
ajuste a uma equacdo de cinética enzimadtica reportada na literatura, para processos de

hidrdlise protéica.

O estudo da influéncia das varidveis de processo sobre a reacdo de hidrolise
enzimatica de pele de cacdo mostrou que a relacdo enzima/substrato foi a varidvel mais
importante, onde maiores quantidades de enzima favoreceram a obtenc¢do de graus de

hidroélise mais elevados.

Na maioria de ensaios de hidrélise realizados, a recuperacdo de proteina foi
superior a 90%, demonstrando a eficiéncia da Protamex ™ e do processo para a clivagem

das proteinas presentes na pele de cacao.

As condi¢des Otimas, no processo de hidrdlise protéica de pele de cacdo, foram
estabelecidas em: temperatura de 51°C, relagcdo enzima/substrato de 4,0% (p/p) e pH de 7,1.
Nestas condi¢des atingiu-se um grau de hidrélise de 19,3% e foi recuperada o 90,3% da

proteina presente na matéria-prima.

O hidrolisado, obtido nas condi¢cdes otimizadas, caracterizou-se por apresentar
peptideos de baixo peso molecular (menor que 6,5 kDa)e fornecer a quantidade minima
didria de aminodcidos requeridos por um adulto, evidenciando potencial aplicacdo na

elaboragdo de suplementos nutricionais e alimentos funcionais.
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No processo de secagem por atomizacdo as duas varidveis estudadas exerceram

diferentes efeitos sobre as respostas avaliadas.

A temperatura de secagem ndo teve influéncia significativa sobre a
higroscopicidade e capacidade antioxidante, porém, teve influéncia sobre a densidade
aparente ¢ o tamanho de particula. Temperaturas altas de secagem provocaram a

diminui¢ao da densidade aparente e o aumento no diametro médio volumétrico de particula.

A concentragdo de maltodextrina teve influéncia sobre todas as varidveis estudadas.
Quanto maior foi a concentracdo de maltodextrina adicionada, menores foram os teores de
umidade e higroscopicidade, e maiores foram os valores de densidade aparente, didmetro

médio volumétrico de particula e de capacidade antioxidante dos pds.

A distribuicao de tamanho de particula apresentou um formato bimodal com picos

em torno de 1 e Sum.

As particulas do hidrolisado protéico de pele de cacdo com maltodestrina
apresentaram estruturas esféricas, irregulares e com superficie rugosa, sendo classificadas

como microesferas.

Finalmente, a capacidade antioxidante do hidrolisado foi conservada e em alguns
casos favorecida pela presenca da maltodextrina, provavelmente pela formagao de produtos
decorrentes da reacdo de Maillard, atingindo valores maximos de 17,44 pmol
FeSO,.7H,0/g de proteina para o ensaio FRAP e 230,3 umol equivalente em Trolox/g

amostra para o ensaio TEAC.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

* Estudar o processo de hidrdlise enzimadtica a partir de diversas fontes protéicas
visando a obten¢do de peptideos com atividade antioxidante, acdo anti-hipertensiva e alta

assimilacdo pelo organismo.

» Testar a atividade antioxidante dos hidrolisados obtidos pelo uso de outros métodos
in vitro como, por exemplo, o0 método ORAC, inibi¢do da autoxidag¢do do &cido linoléico,

assim como métodos in vivo.

e Avaliar sensorialmente o uso da maltodextrina e outros materiais de parede na
producdo de hidrolisados protéicos em pd, visando a redug¢do do sabor amargo e salgado

caracteristico dos hidrolisados produzidos pelo método pH-estético.

* Estudar a influéncia da presenca de diferentes tipos agentes carreadores nas
propriedades antioxidantes dos hidrolisados protéicos secos por spray dryer, avaliando a
sua interacdo com peptideos de baixo peso molecular, assim como a interacdo desses
materiais com o0s mecanismos de reacdo dos métodos de determinacdo de atividade

antioxidante.

* Fazer um estudo da estabilidade do hidrolisado protéico em p6 através da

determinac¢do da temperatura de transi¢ao vitrea, isotermas de sor¢do e vida-de-prateleira.
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