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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método para obter
hidrolisados protéicos com baixos teores de cloreto de sédio, utilizando o acido cloridrico
como meio hidrolitico.

Inicialmente foram utilizadas a torta de milho e soja, o farelo de milho, grios de
soja moidos, proteina texturizada de soja, fermento bioldgico fresco, caseina e gelatina,
como matérias primas para a produgdo do hidrolisado. A hidrdlise foi otimizada através
da padronizagdo dos pardmetros que influenciam o processo como a concentragdo da
matéria prima, concentragdo do 4cido hidrolitico, tempo e temperatura de hidrolise. A
avaliagdo das condigdes de hidrolise foi feita, pela determinagdo do grau de hidrolise, de
acordo com o método do acido trinitro benzeno sulfénico (TNBS). O melhor rendimento
de proteina solubilizada, foi obtido quando utilizou-se na formulagdo 30% de matéria
prima, 20% de acido cloridrico ¢ tempo de hidrdlise de 8 horas para a temperatura de
refluxo de 100°C (95%) e de 12 horas para 80°C (90%).

Avaliou-se através da anélise sensorial a substitui¢do do extrato de carne por
esses hidrolisados protéicos em formulagSes para caldo de carmne. Para hidrolisados
obtidos a partir da torta de soja e fermento bioldgico fresco, a substituigdo a nivel de
100%, foi amplamente aceita pelos provadores.

Um método foi desenvolvido para obter hidrolisados protéicos, com baixos
teores de cloreto de sddio, pela inje¢do de vapor de agua no recipiente de destilagdo e
aplicagdo de vacuo para eliminar o 4cido cloridrico usado no processo. A eficiéncia do
método foi medida pela determinagdo do teor de cloreto de s6dio nas amostras apds
destilag@o e neutralizagdo com hidréxido de sbdio. Constatou-se que em 90 minutos de
destilagdo ocorre uma redugdo de 88% da concentragdo original de cloreto de sédio
quando o hidrolisado ¢ preparado com 30% (v/v) de acido.

A secagem do hidrolisado em spray drier deu origem a um po fino, prontamente
soluvel em agua e com 0,8% de umidade. Por ser um produto bastante higroscopico, a sua
vida util foi determinada utilizando-se embalagens de filmes plasticos com propriedades
de barreira a umidade.
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SUMMARY

The objectives of this research were to develop a method to obtain protein
hydrolysate with low sodium chloride levels, using hydrochloric acid as the hydrolyzing
agent.

The basic raw matenial used to produce the hydrolysates were com and soybean
cakes (after oil extraction), com bean,, ground soybeans, fresh yeast, casein and gelatine.
The process of hydroliysis was optimized by standardizing the parameters which influence
the process, such as conentration of raw material and hydrochloric acid, time and
temperature. The hydrolysis conditions were evaluated by determining the degree of
hydrolysis according to the trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) method. The best yields
in terms of solubilized amino acid were obtained with the following conditions: 30% raw
material, 20% hydrochloric acid and a hydrolysis time of 8 hours for a reflux temperature
of 100°C (95%) or 12 hours at 80°C (90%).

The substituition of meat extract by the protein hydrolysate was evaluated sensorially
in formulations for meat broth. In the case of hydrolysate from soybean cake and fresh
yeast, substituition at the level of 100°C was well accepted by the panel members.

A method to obtain low sodium chlorid content protein hydrolysates was developed,
which involved injecting water vapour into the distillation receiver and applying vacuum to
elimnate the hydrochloric acid used in the process. The efficiency of the method was
meassured by determining the sodium chloride content of the samples after distillation and
neutralization with sodium hydroxide. It was show that after 90 minutes of distillation the
original sodium chloride concentration of hydrolysates prepared with 30% (v/v) acid, had
been reduced by 88%.

After drying in spray dryer,, the hydrolysate produced a fine powder easily dissolved
in water and containing 0,8% humidity. Since the product was highly hygroscopic, the
shelf-life was determined by the use of plastic film packaging with moisture barries
properties.
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I. INTRODUCAO

Os hidrolisados de proteinas sfo utilizados na alimentagdo, ha muitos anos, para
melhorar o sabor e a composigdo nutricional dos alimentos. Eles constituem a base para
temperos, sopas € molhos. Sdo também utilizados como acentuadores de sabor em
produtos de milho, extrusados, "snacks", pescados, conservas, gelatinas e carnes
tecnologicamente processadas. No sudeste asiatico esses produtos tém servido nio
somente como condimentos, mas também como uma fonte de aminoacidos na dieta
alimentar (FUGIMAKI et al, 1968; DAVIES & THOMAS, 1973; MURRAY, 1977;
PHAN & ROSARIO, 1983).

Em principio, toda matéria prima protéica pode ser submetida a uma hidrélise.
Como critério de escolha pode-se citar a disponibilidade, pureza, custo, sabor dos
hidrolisados resultantes e auséncia de toxicidade tanto da matéria prima como do
hidrolisado. Como na maioria dos casos as fontes de proteinas nfo s3o puras, outros
componentes encontrados em sua composi¢do como gorduras e carboidratos alteram o
produto final que passam a conter além de aminoacidos, compostos orginicos que, sem
divida, contribuem no sabor (MAY, 1974, PRENDERGAST, 1974).

Em virtude da utilizagdo precedente de matéria prima protéica vegetal, os
hidrolisados sfo internacionalmente designados como HPV (Hydrolysed Vegetable
Protein). As matérias primas comumente utilizadas sfo a farinha de soja desengordurada
com 45 a 54% de proteina, trigo e outros produtos vegetais, entre os quais algas e cereais
(MINOR, 1945; KONRAD & LIESKE, 1979; DZANIC et al, 1985). Os hidrolisados
podem também ser elaborados de uma grande variedade de proteinas animais como as do
leite, cames, peixes e outros (WALTERS, 1912). JASWAL (1990) utilizou restos
industriais de caranguejos para produzir hidrolisados protéicos com grande potencial de
utiliza¢@o na alimentagdo especializada de animais e em outros produtos. A sua produgio
baseia-se na quebra das ligages peptidicas das proteinas utilizando-se enzimas, icidos ou
alcalis (VICKERY,1922; GRIFFIT LABORATORIES LIMITED Pat. 1,071,248, 1965;
KONRAD & LIESKE, 1979).

A hidrélise enzimitica foi minuciosamente descrita por ADLER-NISSEN
(1985). Pode-se citar como vantagem da utilizagdo de enzimas proteoliticas, a sua alta

1



especificidade € a quebra suave das ligagGes peptidicas onde nenhum aminoacido é
destruido (FUGIMAKI, 1968; JASWAL, 1990). KILARA (1985) publicou que a
degradagdo enzimatica de proteinas é dependente de uma série de fatores, como ¢
mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Fatores que afetam a hidrélise enzimatica de proteinas

Fatores Justificativa

Uma unica protease ndo  hidrolisa
Especificidade enzimatica completamente uma proteina. Sdo utilizadas
misturas de proteases.

Extensdo da desnaturagdo das proteinas | Proteinas desnaturadas sdo mais suceptiveis

a hidrolise
Concentragdo do substrato e enzima Deverdo ser controlados
pH pH o6timo varia com a enzima
Substéncias inibidoras Deverdo estar ausentes

FONTE: KILARA (1985).

A hidrolise alcalina de proteinas ¢ de uso limitado, uma vez que aminoacidos
como a serina, treonina, arginina, cisteina e cistina sdo destruidos (KONRAD & LIESKE,
1979). Além disso, os hidrolisados obtidos por esse método apresentam um sabor amargo
e desagradavel o que inviabiliza a sua utilizagdo em alimentos (FUGIMAKI et al, 1968).

A hidrolise 4cida € o método mais utilizado industrialmente para produzir
hidrolisados protéicos. Embora sejam descritas na literatura hidrolises acidas com a
utilizag@o dos 4cidos carbonico, acético, formico e fosforico (NASSET & GREENBER;
PENNEY, G. L.; SIDICOV, V. S. citados por KONRAD & LIESKE, 1979) ou acido
perclérico e p-tolueno sulfénico (DAVIES & THOMAS, 1973), esses tipos de hidrdlise
sdo praticamente irrelevantes na produgdo de hidrolisados protéicos. Os agentes
hidroliticos mais utilizados sdo os acidos sulflirico e cloridrico. Quando se utiliza o 4cido
sulfarico, o produto final tem um sabor desagradavel, e além disso, apds a neutralizagdo
sdo filtradas grandes quantidades de sulfato fazendo com que o rendimento seja baixo, o
que torna o produto muito caro. Devido esse custo elevado, esses hidrolisados protéicos
isentos de sal sdo utilizados somente em produtos especiais e dietéticos. Comercialmente,
o acido cloridrico € o mais utilizado, embora tenha a desvantagem de formar grandes
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quantidades de sal em consequéncia da neutralizagio (MURRAY, 1977
PRENDERGAST, 1974; SIMONS, 1982), uma vez que, segundo HAMPTON (Pat.
1.494.456, 1975) é necessario ser mantido o excesso de acido para garantir a hidrolise de
proteinas.

Tentativas para reduzir a concentragdo de acido na mistura para hidrélise, tem
conduzido a um baixo rendimento de o-aminoécidos no hidrolisado (HAMPTON, Pat.
1.494.856, 1975), o que, praticamente, determina que o produto final da hidrolise acida
contenha sempre elevadas concentragGes de sal.

Visando solucionar esse problema, SIMONS (1982) mostrou que é possivel
separar o sal de hidrolisados protéicos pelo processo de eletrodidlise. Contudo,
HOULDSWORT (1980) estudando a desmineralizagdo do soro do leite, observou que a
eletrodidlise tem um custro operacional muito elevado para niveis acima de 90% de
dessalinizagdo e que somente a troca iénica é praticavel comercialmente.

Outros processos como a osmose reversa (BANFIELD, 1970; PODAL, 1971;
SOURIRAJAN, 1978;) e ultrafiltragdo (REID & SPENCER, 1960) sio largamente
empregados em dessalinizagdo, principalmente de 4gua para consumo humano. Nesses
processos existem particularidades que evidenciam as diferengas entre eles. Contudo,
todos apresentam uma caracteristica comum: a utilizagdo de membranas filtrantes. Como
0 Brasil € totalmente dependente da importagdo desses tipos de membranas, a utilizagio
desses processos na dessalinizagdo de hidrolisados protéicos tornaria o custo inicial de
operacionalizagdo muito elevado. Em vista disso, é importante o desenvolvimento de
processos alternativos que viabilizem a obtengdo de hidrolisados protéicos com reduzido
teor de sal.

O presente trabalho teve como objetivo, a produgfio de hidrolisados protéicos
com baixo teor de sal, utilizando a destilagdo a vacuo com inje¢do de vapor de agua ou a
evaporagdo sob vacuo.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Aspectos gerais

Os métodos de hidrélise de proteinas sdo conhecidos desde 1820 quando
BRACONNOT (citado por VICKERY, 1921, e por DAVIES & THOMAS, 1973)
aqueceu gelatina, fibra de musculo e 14, na presenga de 4cido sulfirico concentrado e
1solou Jeucina da mistura resultante. Contudo, o primeiro produto comercial, o molho de
soja sho-yu, foi desenvolvido por cientistas chineses que hidrolisaram trigo e soja
mediante a a¢do de enzimas proteoliticas produzidas por fungos, entre os quais,
Aspergilus flavus, A. niger e A. orizae. Cada cultura era escolhida de acordo com as
caracteristicas desejadas do produto final. As primeiras patentes foram concedidas a
IKEDA (citado por MURRAY, 1977; PRENDERGAST, 1974 e por DAVIES &
THOMAS, 1973) no Japdo em 1912,

Nos anos subsequentes, muitos outros trabalhos foram desenvolvidos e houve
um grande impulso no desenvolvimento dos processos tecnoldgicos, tornando possivel a
produ¢do de hidrolisados com caracteristicas especificas para cada produto
individualmente, apenas com variagdes nos processos de produgdo (MINOR, 1945;
PRENDERGAST, 1974; MURRAY, 1977).

2. Avaliacio dos métodos de hidrélise
Quando uma proteina € hidrolisada, as ligagdes peptidicas sdo rompidas em
diferentes pontos ao longo da cadeia protéica, originando componentes com diferentes

pesos moleculares. Pode-se dizer que a hidrdlise de uma proteina ocorre do seguinte
modo:

PROTEINA = POLIPEPTIDIOS => PEPTIDIOS = AMINOACIDOS



Considerando-se uma hidrolise total, os aminoacidos constituem a base dos
hidrolisados juntamente com outros produtos ndo protéicos provenientes da hidrélise de
outros componentes da matéria prima (VICKERY, 1922; PRENDERGAST, 1974;
MURRAY, 1977).

E 6bvio que o progresso dos estudos da hidrdlise de proteinas dependia,
sobretudo, do desenvolvimento de métodos analiticos que fossem capazes de detectar os
grupamentos amino e carboxilicos dos aminoacidos na mistura hidrolitica. O primeiro
método puramente quimico foi desenvolvido por SIEGFRIED (1905) (citado por
VICKERY, 1922), que verificou que aminoécidos poderiam reagir a frio com o hidréxido
de célcio e didéxido de carbono para formar seus sais que, aquecidos, precipitavam uma
quantidade de carbonato de calcio que era equivalente ao nitrogénio aminico presente.
SORENSEN (1908) (citado por VICKERY, 1922) introduziu o método de titulagdo com
formol, pelo qual eram quantificados os grupamentos carboxilicos liberados pela hidrélise
de ligagSes peptidicas. VAN SLIKE (1911) publicou o método do 4cido nitroso para
estimar nitrogénio aminico livre.

Aparentemente estes estudos se limitaram a determinar a taxa de hidrélise,
definida como sendo a percentagem de ligagGes peptidicas hidrolisadas. VAN SLIKE,
utilizou o método do 4cido nitroso, introduzido por ele mesmo em 1911, para estudar o
grau de hidrélise da albumina do ovo aquecida a 60°C na presenga de hidréxido de sédio,
com o unico objetivo de demonstrar a aplicabilidade do seu método. PITTOM (1914)
(citado por VICKERY, 1922) utilizou o método da titulagdo com formol para determinar
a taxa de hidrolise da caseina e albumina do ovo aquecida até ebuli¢do com acido
cloridrico a 20%.

Nos anos seguintes muitos outros pesquisadores utilizaram, principalmente, os
métodos de SORENSEN (1908) (citado por VICKERY, 1922), e VAN SLIKE (1911)
para determinar o grau de hidrélise de misturas provenientes tanto da hidrélise acida como
da enzimatica (WALTERS, 1912).

Um dos métodos mais utilizados atualmente para determinar a percentagem de
ligagSes peptidicas hidrolisadas, foi introduzido em 1979 por ADLER-NISSEN, que
tomou como base a medida espectrofotométrica do croméforo formado quando o 4acido
trinitro benzeno sulfoénico (TNBS) reage, especificamente, com os grupamentos o-amino
dos aminoécidos:
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Esta reagfo ocorre em meio fracamente alcalino e € terminada pelo abaixamento do pH.
3. Fatores que influenciam a hidrolise

Com o advento do desenvolvimento dos métodos analiticos, foi possivel
estabelecer a influéncia de alguns pardmetros essenciais ao processo de hidrélise como:

e concentragdo do acido hidrolitico

e concentragdo da proteina a ser hidrolisada
e concentragdo da matéria prima

e pressdo, temperatura e tempo de hidrolise

A influéncia de cada um desses parametros é, geralmente, verificada com base
na determinag@o do grau de hidrélise que representa, excluindo algumas restrigées, uma
medida aproximada da produgdo de aminodcidos (KONRAD & LIESKE, 1979).

Por motivos sensoriais ¢ dada a preferéncia a hidrélise total das proteinas para
evitar o aparecimento de peptidios e de aminoacidos de sabor amargo liberados durante o
processo hidrolitico. Em relagdo a isso, representa excegdo o procedimento patenteado no
Canada por GRIFFIT LABORATORIES LIMITED (Pat. 1,071,248, 1965) segundo o qual
produtos com sabor caracteristico de came podem ser produzidos interrompendo a
hidrélise em uma taxa de 38 a 58% de hidrolisado. JA FUGIMAKI et al (1968) mostraram
que além da hidrélise da proteina de soja pela pepsina, o uso de uma proteinase bacteriana
ou uma exopeptidase, reduz o amargor.

Outros pesquisadores mostraram que o sabor amargo pode ser reduzido com a
diminuigdo de peptidios hidrofébicos. Assim, AYHUM (Pat. 2,416,956, 1947) mostrou
que o carvdo ativado poderia absorver os aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e
fenilalanina). Mais tarde, ROLAND et al. (1978) desenvolveram um processo



cromatografico para eliminar o sabor amargo dos hidrolisados utilizando uma resina de
fenol formaldeido que possuia afinidade pelos amino4cidos aromaticos.

A influéncia da concentragdo do 4acido sobre o processo hidrolitico é
fundamental. Segundo MAY (1974), a destrui¢do de aminoacidos diminui com o aumento
da forga do 4cido e o sabor do hidrolisado se torna melhor, ainda que altas concentragdes
de 4cido tenha o inconveniente de produzir elevadas concentragdes de sal no produto final
apos a neutralizagdo. HAMPTON (Pat. 1 494 856, 1975) publicou que o excesso de
acido € necessario para garantir a complementagdo da reagfo, embora certos produtos
possam ser produzidos pela restri¢do deliberada do grau de hidrélise, reduzindo a taxa de
acido em relagdo a de proteina ou pela diminuigdo do tempo de reagdo (GRIFFIT
LABORATORIES LIMITED Pat. 1,071,248, 1965).

Tentativas para reduzir o consumo de 4cido tém conduzido a um baixo
rendimento ¢ também a uma baixa taxa de o-amino nitrogénio no produto final, em

relag@o ao nitrogénio total da matéria prima, como ¢ mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Influéncia da concentragdo do acido hidrolitico no rendimento de hidrélise

Ingredientes Formulagdes
Proteina de soja (70%)em gramas 99,6 99,6 99,6 99,6
Acido cloridrico (ml)* 250 200 150 100
Agua (ml) 180 230 280 330
Rendimento de hidrélise (%) 67 63,5 57,7 36,8

* .37%, d = 1,8888
FONTE: GRIFFIT LABORATORIES LIMITED Pat. 1,071,248 (1965).

Existe uma sénie de fatores que podem influenciar a liberagdo de aminoacidos
em uma hidrélise. SINGE (1944 e 1945) e CRISTENSEN (1954) mostraram que em
alguns peptidios a resisténcia a hidrélise com HCI 10 N a 37°C é aumentada quando os
grupos carboxilicos da valina e leucina estdo envolvidos. LAWRENCE & MOORE
(1951) determinaram que a valina e isoleucina sfo liberados mais lentamente que outros
aminodacidos durante a hidrélise da insulina quando é utilizado o 4cido cloridrico como
agente hidrolitico em normalidades crescentes.



Outro fator que tem sido levado em conta é a destrui¢do de aminoacidos durante
a hidrélise. A glutamina é convertida quantitativamente em acido glutdmico e asparagina
em 4cido aspartico (REES, 1946). O triptofano ¢ destruido por acidos, embora uma parte
consideravel possa ser conservada se o oxigénio for rigidamente excluido (OLCOTT &
FRANKEL-KONRAT, 1947). O aquecimento de 100 a 125°C, em 4cido cloridrico 6 a 7
N, ou 4cido sulfirico, sob vacuo, ndo destroi extensivamente o triptofano, mas a
degradacdo ocorre na presenga de oxigénio e metais pesados (CANFIELD, 1963a, 1963b).
Treonina e serina sdo destruidos progressivamente quando hidrolisados (OLCOTT &
FRANKEL-KONRAT, 1947). Extensiva destruigdo da cistina e cisteina ocorre em
hidrélise 4cida, especialmente quando carboidratos estdo presentes (GUNDLACH et al,
1958; MAHOWALD et al, 1962; KONRAD & LIESKE, 1979).

DAVIES & THOMAS (1973) comparando o efeito de varios tratamentos 4cidos
sobre o rendimento dos aminoécidos, concluiram que a treonina, serina e 4cido glutdmico
sdo liberados, rapidamente, em hidrélise com os acidos sulfiirico e perclérico. Contudo, a
treonina e a serina sio progressivamente destruidos com o tempo. Valina, isoleucina e
leucina sdo liberados lentamente, mas altos valores sfo obtidos em menor tempo quando
se utiliza 4cido sulfurico em vez de 4cido cloridrico. Altas concentragdes de acido
sulfirico provocam pronunciada destruigdo da tirosina e metionina.

Segundo PHAN & ROSARIO (1983), o efeito da variagdo da temperatura,
tempo e concentragdo de acido sobre a taxa de hidrolise de extrato desengordurado de
céco e farinha de soja, estdo interrelacionados. A taxa de hidrdlise aumenta com o
aumento da concentragdo de acido cloridrico, contudo, a amplitude da reagdo &
determinada pela temperatura, ou seja, em temperaturas baixas a hidrlise nfo se
completa, mesmo em altas concentragdes de acido. Além dessas condi¢bes, um tempo
minimo ¢ necessario para completar a reagio.

BIRD & MINOR (1948) estudando a influéncia da temperatura, concentra¢do do
ion hidrogénio e proteina sobre a hidrdlise, concluiram que o contetido de nitrogénio é
diretamente proporcional as concentragdes de proteina e ions hidrogénio e que o produto
final dos hidrolisados preparados em temperaturas baixas, apresentam importantes
vantagens sobre aqueles preparados em temperaturas mais elevadas.

Segundo HALL (1949), uma hidrélise realizada com temperatura abaixo de 100°
C s6 se completa apés varios dias, enquanto que acima de 120°C alguns aminoécidos s3o
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destruidos. J&4 KRAMPITZ (citado por KONRAD & LIESKE, 1979) demonstrou que a
maioria dos aminoacidos sdo estaveis em temperaturas em torno de 100°C. De acordo
com SCHEIN & BERG (citados por KONRAD & LIESKE, 1979) os aminoacidos sdo
destruidos em maior proporgdo pelas temperaturas elevadas do que pela hidrdlise
prolongada ou altas concentragdes de acido.

KONRAD & LIESKE (1979) citam que o tempo de hidrdlise pode ser diminuido
quando o hidrolisado € produzido sob pressdo que pode variar de 2 a 7 atmosferas. Em
relagdo a esse aspecto, HALL (1949) publicou que obteve hidrolisado com excelente
aroma quando utilizou &cido cloridrico como meio hidrolitico sob pressdo na hidrélise.

4. Formacio de huminas

As huminas sdo materiais insoluveis de coloragdo negra, formadas durante a
hidrolise. Segundo PRENDERGAST (1974), a exata estrutura desse material é ainda
desconhecida, mas sabe-se ser um produto polimérico resultante da condensagdo do
triptofano e componentes aldeidicos. De acordo com KONRAD & LIESKE (1979), as
huminas representam em primeira linha, produto de condensagdo de aminoacidos e
carboidratos com a participagdo de triptofano e outros aminoacidos como a tirosina,
cisteina, fenilalanina, metionina e arginina.

As huminas ocorrem principalmente em altas concentra¢des de ion hidrogénio e
sua percentagem aumenta com o prolongamento do processo de hidrolise. A percentagem
de huminas formadas varia de acordo com a pureza e o tipo de proteina utilizada no
processo. Compostos redutores como o cloreto de estanho, cloreto de zinco, cloreto de
titdnio e didxido de enxdfre, podem reduzir a sua formagdo, mas na pratica, a maioria dos
fabricantes preferem simplesmente filtrar o hidrolisado varias vezes para remover a maior
percentagem possivel do material huminico e descarta-lo (PRENDERGAST, 1974).



5. Processos de producio de hidrolisados protéicos acidos

Os primeiros hidrolisados eram produzidos por dois métodos. O primeiro,
denominado "método chinés", utilizava enzimas proteoliticas de fungos. Cada cultura de
fungo induzia a produgfo de um aroma e dava uma caracteristica especifica ao produto
final. Esse método tinha a desvantagem de ser muito demorado. DISSON (citado por
MINOR, 1945) descreveu com detalhes um processo que requeria dois anos para produzir
um "sho-yu" de qualidade. No entanto, em 1945, MINOR publicou que duas empresas nos
Estados Unidos da América, com a modemizagdo do processo anterior, produziam um
produto de qualidade similar em um periodo de 6 a 8 semanas.

O segundo método consistia em hidrolisar as proteinas em uma solugdo aquosa
de 4cido cloridrico a 20%. Comumente eram utilizados na mistura, uma parte de proteina
para 3 a 5 partes da solucdo acida. Nessa propor¢do, a mistura era mantida em ebuligdo
em um tanque vitrificado internamente e equipado com um sistema de aquecimento
(camisa de vapor) e um condensador de refluxo, até que a concentragio maxima de
nitrogénio aminico fosse obtida (Figura 1). O nitrogénio era determinado pelo método de
VAN SLIKE (1911), e a reagdo se completava em 12 a 16 horas. Apds a reagdo o
hidrolisado era neutralizado com uma solugfo de hidréxido de sodio a 50% até pH 2-3,
filtrado a vacuo em funil de Buchner com papel de filtro e o pH final era ajustado para 4 a
5. A concentragdo de sal no produto final era em torno de 18%.

PRENDERGAST (1974) e MURRAY (1977) publicaram um processo geral de
produgdo comercial de hidrolisados protéicos acidos (Figura 2). Segundo esse método, a
proteina e o 4cido cloridrico sdo misturados no recipiente de reagdo e aquecidos. Quando
a hidrélise se completa, a mistura é bombeada para um segundo recipiente onde é
neutralizada com hidréxido ou carbonato de sbdio a um pH que varia entre 4,8 e 6,0.
Nesse estadio do processo, as huminas que foram formadas durante a hidrélise sdo
separadas do hidrolisado por filtragdo ou centrifugacdo e desprezadas. O filtrado €
bombeado para um recipiente de descolorag@o onde podera ser feita a eliminagdo do sabor
amargo. O liquor descolorido, apds uma segunda filtragdo, é estocado ou concentrado a
vacuo até formar uma pasta ou desidratado em atomizador. Alguns fabricantes produzem
pé a partir da pasta utilizando forno a vicuo para eliminar o excesso de umidade, e
moendo o produto, em seguida, para reduzir o tamanho das particulas. O processo do
forno geralmente apresenta hidrolisados com granulagdo maior do que os obtidos pelo
processo de atomizag3o.
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Outros pesquisadores desenvolveram métodos de produgdo com o objetivo de
obter hidrolisados com caracteristicas especificas. Assim, muitos processos de manufatura
de hidrolisados foram patenteados.

BUCK & LESUCK (Pat. 2,685,601, 1954) patentearam um processo com o
objetivo de minimizar a quantidade de huminas formadas durante a hidrélise acida, e
sobretudo as perdas de aminoécidos acarretadas pela remog¢do desse sedimento e a
destrui¢do do triptofano. O processo compreende o aquecimento da proteina com uma
mistura aquosa de acido hidrofosforico e um acido mineral forte como os acidos
cloridrico, sulfurico e fosférico a uma temperatura de 100 a 170°C por um periodo de
tempo que vania de 6 a 22 horas. O hidrolisado protéico obtido é parcial ou
completamente livre de huminas e, todo ou uma pequena porgio do triptofano original €&
preservado.

O hidrolisado protéico produzido por esse método pode ser utilizado de maneira
convencional como uma fonte de aminoacidos ou para preparagdo de misturas com fins
nutricionais. Para a ultima proposta, o 4cido mineral deve ser substancialmente removido
do hidrolisado através de métodos conhecidos, como o uso de uma resina de troca i6nica
por exemplo.

Uma variagfo desse método consiste no aquecimento da proteina somente com o
acido hidrofosférico por poucas horas para obter uma mistura parcialmente hidrolisada;
entdo o segundo 4acido € adicionado & mistura por um tempo suficiente para que seja
obtido o grau de hidrolise desejado. Em geral, € utilizado de 10 a 12% de 4acido
hidrofosférico e 80 a 90% de acido cloridrico ou outro 4acido forte para hidrolisar
completamente a proteina dentro de 48 horas a uma temperatura de 100 a 130°C.

Em 1965, GRIFFIT LABORATORIES LIMITED (Pat. 1,071,248) registrou um
método de produgdo de hidrolisado em solugfio 4cida no qual a hidrdlise é suspensa
quando o hidrolisado tem um conteudo de a-amino nitrogénio variando entre 35 e 58% do
nitrogénio total. |

Uma vaniagdo desse método pode ser feita usando uma quantidade menor de
acido e, do mesmo modo, suspender a hidrélise no tempo determinado. Essa variagio é
preferida quando o 4cido cloridrico € usado. Nesse caso, o cloreto de sédio formado na
neutralizagdo ¢ minimizado.
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O procedimento empregado nesses processos é o refluxo por 11 horas da
solugdo aquosa de proteina e acido hidrolitico, neutralizagdo com hidréxido de sédio a pH
5,5 € o hidrolisado neutralizado € transformado em p6 em por atomizagdo. A extensdo da
hidrélise € medida pela determinagdo da taxa de nitrogénio no hidrolisado em pé.

Em 1973, PFISTER patenteou um processo que permite a obten¢do de um
hidrolisado de cor clara, na forma de po, para uso em géneros alimenticios. Esse processo
consiste no aquecimento durante 18 a 20 horas de uma mistura de 4gua, 4cido cloridrico
de densidade 1,17 e proteina na proporgdo em peso de 9:13:10. Em seguida ao periodo de
aquecimento, a mistura é resfriada a uma temperatura de 18 a 32°C, neutralizada com
hidroxido de soédio até pH 6,5 a 6,7. Durante a neutralizagdo a temperatura de
resfriamento ¢ mantida. Logo apds, a mistura é resfriada a 15-25°C, filtrada ou
centrifugada. O hidrolisado obtido ¢, preferencialmente, seco em uma torre de secagem
pela introdugdo de ar aquecido a uma temperatura de 205-214°C para obter um pod
prontamente soluvel em 4gua. Pelo ajuste da temperatura do ar seco introduzido na torre
de secagem, € possivel ajustar a umidade do produto final.

Em 1977, a VEB BERLIN-CHEMIE (Pat. 1 595 499) com o objetivo de
melhorar as propriedades dos hidrolisados protéicos para utilizagdo em dietas
balanceadas, solugdes para infusGes, tabletes de aminoacidos para tratamento de
insuficiéncia renal cronica, patenteou o processo que consiste em aquecer um hidrolisado
em po, com no maximo 8% de umidade, obtido por qualquer processo de produgdo, com
um 4alcool alifatico como metanol, etanol, n-propanol iso-propanol ou com uma mistura
desses alcoois. O alcool ou a mistura de alcoois pode, se desejado, conter pelo menos um
outro solvente miscivel tal como um éster de um alcool alifitico com um 4cido
carboxilico alifatico ou acetato de etila. O hidrolisado e o alcool na proporgdo de 1:2 (p/v)
¢ aquecido sob refluxo até ebuligdo durante 10 minutos. O material insolavel é filtrado
por sucgdo ou centrifugado, lavado duas vezes com 1/4 do solvente utilizado e seco, por
exemplo, no ar. O hidrolisado entfo obtido, ¢ inodoro, ndo tem gosto e nio contém
qualquer amina, sal de aménia ou ceto acidos. O valor bioldgico do produto é aumentado
correspondendo a soma dos produtos removidos, porque a propor¢do de aminoécidos
essenciais aumenta em relagdo ao material inicial.

VILLA et al (Pat. 2 103 221 A, 1982), descreveram um processo para reduzr o
conteudo de 4cido aspartico e glutdmico nos hidrolisados protéicos tendo como principio
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a passagem da solugdo hidrolisada através de uma coluna de troca idnica do tipo
amberlite, IRA 400, relite ou dowex com fortes propriedades anidnicas e na forma de -
OH. A eluigdo dos aminoacidos € realizada com os tampdes amdnia/cloreto de amoénia e
amoénia acetato de aménia com pH maior ou igual a 7,0. Como os acidos aspartico e
glutdmico tém maior afinidade pela resina do que os outros aminoacidos, serdo eluidos
com um tempo de retengdo maior. Apés a elui¢do, a solugdo de amodnia e parte da agua é
eliminada por evaporagdo sob pressdo reduzida. Esse método proporciona uma
recuperagdo entre 85 € 90% dos aminoacidos em relagdo aos aminoacidos da matéria
prima.

LEE (Pat. 0 183 004 Al, 1985) introduziu um método para controlar a
viscosidade dos hidrolisados protéicos pelo ajuste de seu contetido de magnésio e célcio.
Segundo esse método, a viscosidade pode ser reduzida pela adigdo de pirofosfato ou outro
agente precipitante em solugdo ou na forma de pd.

Convencionalmente, adiciona-se ortofosfato aos hidrolisados protéicos para
atuar como estabilizador ou tampdo. Contudo, esse composto, principalmente o
dissédico, aumenta a viscosidade do hidrolisado com o tempo porque o ortofosfato tem
somente um sitio de reagdo, assim a quantidade de ions célcio e/ou magnésio complexada
€ insignificante e a maioria do ortofosfato permanece na sua forma original, interagindo
com os constituintes remanescentes causando um aumento na viscosidade. Em
contraposigdo, o pirofosfato tem pelo menos trés sitios de reagfo para complexar com os
ions calcio e/ou magnésio. Aiém disso, os pirofosfatos tem a vantagem adicional de ndo
afetar o perfil organoléptico, ndo causar efeito adverso sobre a composigdo de
aminoacidos e ndo ter o sabor tipico do hidrolisado quando é tratado com ortofosfato.

A viscosidade do hidrolisado aumenta com o tempo em fungdo das interagdes
que ocorrem entre os ions magnésio e/ou calcio com os grupamentos carboxilicos
(presentes no hidrolisado em torno de 30% em peso para um hidrolisado com 45% de
solidos soliiveis), com os acidos orgénicos (7%) e os fosfatos que também estdo presentes
em torno de 2%. Como resultado da interagdo é formado um produto de baixa
solubilidade e, conseqiientemente, um meio altamente viscoso com o tempo. Outros
agentes precipitantes que sdo fisiologicamente aceitaveis como os sais de amolnia,
carbonatos, silicatos e outros, podem ser usados. Contudo, quando sdo utilizados esses
precipitantes em lugar do pirofosfato, o pH do hidrolisado fica alcalino sendo necessario
um ajuste apds a remogdo de precipitado. O pirofosfato pode ser adicionado em qualquer
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etapa da hidrélise a partir do momento que o agente hidrolitico é adicionado. Entretanto é
necessario levar em consideragdo que como a viscosidade aumenta com o tempo apés o

final da hidrélise, € preferivel que o pirofosfato seja adicionado antes do término da
hidrélise (LEE, 1985).

6. Processos de dessalinizacdo

Os processos de dessalinizagdo mais conhecidos, sdo aqueles empregados no
tratamento de 4gua salina para consumo humano, como a osmose reversa (BANFIELD,
1970; PODAL, 1971; EVANS & GLOVER, 1974; SOURIRAJAN, 1978; TRAGARD,
1991), eletrodidlise (YOUNG, 1974) e ultrafiltragdo (REID & SPENCER, 1960).
Basicamente, esses processos utilizam membranas seletivas que tém a propriedade de
separar componentes de uma solugdo. O principio da separagdo baseia-se no fato de que a

membrana ¢ mais permeavel a alguns componentes da solugdo do que a outros (LACEY,
1972)

Existem dois tipos fundamentais de membranas que sdo utilizadas nos processos
de separagdo. O primeiro é baseado na diferenga de pressdo e compreendem as
membranas utilizadas em osmose reversa e ultrafiltragdo, entre outros processos. O
segundo € baseado na diferenga de potencial elétrico e sdo utilizadas nos processos que
envolvem a difusio de ions, como a eletrodiélise.

O fluxo de solugéo e o arranjo mecanico dos processos de osmose reversa e
ultrafiltragdo sdo similares. A diferenga estd no tamanho dos poros da membrana
utilizada. Na osmose reversa, solventes podem ser separados de solutos de baixo peso
molecular; na ultrafiltragdo, somente solutos de alto peso molecular podem ser separados
de uma solugdo (LACEY, 1972, EVANS & GLOVER, 1974).

6.1. Principio da osmose reversa e ultrafiltracio

Na osmose reversa ¢ ultrafiltragdo a forga propulsora para fazer a permeagdo de
componentes da solugfo através da membrana , é a diferenga de pressdo entre os dois
lados da membrana. A osmose reversa, geralmente, requer uma pressdo maior em fungio

da pressdo osmoética que deve ser vencida e dos menores poros da membrana (LACEY,
1972).
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Nesses processos, a membrana ¢ montada em um sistema de modo que dois
compartimentos de solugdo sfo formados (Figura 3). A solugdo a ser tratada é
pressurizada e circula através do compartimento de alta pressdo. Uma parte do solvente é
forgada através da membrana para o compartimento de baixa pressfo. O material que foi
permeado através da membrana € retirado do compartimento de baixa pressdo sendo
utilizado como produto ou descartado. Do mesmo modo, o material concentrado do lado
da alta pressdo, pode também ser utilizado como produto ou descartado como material

indesejavel (EVANS & GLOVER, 1974).

TRAGARD (1991), relacionou as principais aplicagdes da tecnologia de
membranas na industria de alimentos e mostrou que, basicamente, a ultrafiltragdo
convencional nfo seria eficiente na separagdo de misturas salinas. Contudo, REID &
SPENCER (1960) modificaram a estrutura basica da ultrafiltragio e utilizaram
membranas de exclusdo e seletiva de ions para fazer a desmineralizagio de solugdes
salinas.

6.2. Principio da eletrodialise

A eletrodialise tem sua maior aplicagdo na mudanga da concentragio de ions em
uma solugdo. Para isso utiliza membranas de troca i6nica, que sdo filmes finos de resinas
de troca de cations ou de dnions, comumente refor¢gados com material sintético para dar
maior resisténcia mecanica. A membrana de maior aceitagdo comercial tem poros efetivos
que variam na ordem de 7 a 20 angstrons, os quais sdo ligeiramente maiores que as
dimensdes atdmicas, portanto impermeaveis ao fluxo de liquidos, sélidos e a difusdo de
grandes moléculas(LACEY, 1974).

Em um sistema de eletrodidlise (Figura 4), as membranas de troca de cations ©
sdo alternadas com as membranas de troca de dnions (A) em um arranjo paralelo
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para formar compartimentos. O conjunto de membranas fica contido entre dois eletrodos
que sdo responsaveis pelo potencial elétrico necessario para a permeagéo dos ions. Sob a
influéncia de uma forga eletromotiva, cations migram para o catodo e 4nions para o
dnodo. Assim, a solugdo de alimentagdo contendo os ions ¢ dividida em fluxos
desionizados e concentrados em ions.

6.3. Dessaliniza¢ao de hidrolisados protéicos

Geralmente os hidrolisados protéicos sem sal sdo produzidos por métodos
enzimaticos ou utilizando o 4cido sulfirico como meio hidrolitico. Em nenhum desses
dois casos se faz necessaria a dessalinizagdo, uma vez que os hidrolisados ja sdo
produzidos sem sal. Entretanto, como o acido cloridrico é o agente hidrolitico mais
utilizado comercialmente para produzir hidrolisados (PRENDERGAST, 1974; MURRAY,
1977), uma grande percentagem desse produto € constituido de cloreto de sédio ou
potassio, formado durante a sua neutralizacdo. Em fungéo disso, tém sido feitas algumas
tentativas para produzir hidrolisados acidos sem sal utilizando os métodos convencionais
de dessalinizagdo ou desenvolvendo novos métodos. Assim, SIMONS (1982) utilizou a
eletrodialise para dessalinizar hidrolisados acidos de soja.

BARNETT (Pat 1,990,769, 1935) introduziu um método de obtengdo de
aminoacidos a partir de hidrolisados protéicos, em que os aminoacidos eram isolados na
forma de cristais, ajustando o pH do hidrolisado para corresponder ao ponto isoelétrico de
cada aminoacido especificamente. Nos seus pontos isoelétricos, os aminoacidos sdo
insoliveis e precipitam. Como cada aminoacido tem pH isoelétrico diferente, cada
precipitado removido corresponde a um aminoacido purificado, totalmente isento de sal.

HAMPTON (Pat. 1 494 856, 1975) patenteou um processo para produgdo de
hidrolisado que consiste em misturar o material protéico e acido em excesso, para
converter toda proteina em seus aminoacidos constituintes. Em seguida, a mistura ¢
aquecida com agitagfo, a pressdo atmosférica, filtrada para remover parcial ou totalmente
o matenal insoluvel, e finalmente, o acido hidrolitico é recuperado por destilagdo e
reciclado para ser utilizado no preparo de novo hidrolisado.
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Apoés a etapa de destilagdo o hidrolisado € neutralizado, e descolorido se
necessario; entdo € transferido para um concentrador a vicuo ou para um secador. O teor
de cloreto de sodio presente nos hidrolisados por esse método ¢ mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Redugdo do teor de cloreto de sddio de hidrolisados protéicos

Produto % de cloreto de s6dio
Pasta (16% de umidade | P6 (5% de umidade)
Comercial 40 45
Patenteado 25-28 29 -32

FONTE: HAMPTON (Pat. 1 494 856, 1975)

KOYAMA (Pat. 3,937,844, 1976) reduziu o conteudo de cloreto de sodio de
13 para menos de 10%, em uma pasta produzida principalmente com soja fermentada, de
grande utilizagdo como condimento e em sopas japonesas. Esse resultado foi conseguido
reduzindo o pH no inicio da fermentagdo pela adigdo de 4cido latico, e concluiu que esse
acido previne mais a deterioragdo do produto do que o cloreto de sédio.

7. Métodos de desidratacio

Os métodos de desidratagdo podem ser divididos em quatro grupos:
e por contato com o ar quente (ao sol, em bandejas, em leitos fluidizados e
por atomizagdo ou spray);
e por contato com superficies quentes;
e por liofilizagdo;
e por adi¢do de agentes osmoticos.

Todos esses processos t€ém como objetivo basico a redugdo da atividade de agua dos
produtos até niveis préximos a 0,6, tomando-os suceptiveis apenas a a¢do de alguns
fungos e leveduras (Figura 5). No caso de alimentos de umidade intermediaria a
conservagdo também ¢é feita pela diminuigdo da atividade de dgua, contudo, isso ndo pode
ser viabilizado através dos processos de desidratagdo que tornam a textura dos produtos
muito seca para o consumo direto, e sim pela adigdo de humectantes que diminuem a
atividade de agua e permitem manter a umidade dos produtos (TAOUKIS et al., 1988).
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Dentre os métodos de secagem, a atomizagdo ou spray drier tem sido usado com
muito sucesso em uma grande variedade de processos na industria de alimentos, sobretudo
quando a amostra é liquida. PILEGARD-HANSEN (1964) citado por SADIR (1972),
define a secagem por atomizagdo como a transformagdo de uma solug¢do ou suspensio em
po seco, pela pulverizagdo fina do material e imediato contato com uma corrente de ar
quente. As vantagens mais importantes que oferece em relagdo aos outros métodos sdo:

1. O material a ser secado ¢ suspenso livremente no ar e nfo adere a superficie
metalica quente o que poderia ser prejudicial ao produto;

2. A secagem realiza-se instantaneamente devido a grande superficie de
transferéncia de calor obtida pela pulverizagdo;

3. A secagem tem lugar a baixas temperaturas, ainda que o ar empregado para
evaporar, esteja a elevadas temperaturas;

4. A forma da particula seca é aproximadamente a de uma esfera, geralmente
oca, dando ao produto a caracteristica de um po leve e de facil fluidez. Este
tipo de particula ndo € obtido por outro método de secagem;

5. O tamanho das particulas e a densidade do produto podem ser controlados e
modificados em uma certa extensdo variando as condig¢Ses operacionais.

6. A medida que a umidade é eliminada da goticula, a temperatura da mesma se
aproxima da temperatura de satura¢do adiabatica do ar que a envolve. Assim,
a possibilidade de um super aquecimento ¢ diminuida. Convém acrescentar
que a maioria das substdncias sensiveis ao calor em condiges umidas,

suportam perfeitamente temperaturas mais elevadas quando estdo secas
(SADIR, 1972).

A atomizagfo envolve uma série de operagles além da secagem propriamente
dita, sendo as mais importantes:

1) atomizagdo;
2) mistura do ar quente com o liquido atomizado;
3) secagem das gotas;
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4) coleta do produto seco.

Como as trés primeiras operagdes ocorrem quase simultaneamente, é necessario um
controle global para evitar influéncias do processo na qualidade final do produto. Por
exemplo: em uma atomizagdo nfo uniforme, as particulas maiores controlardo o tempo de
secagem €, conseqientemente, as menores sofrerdo um super aquecimento devido a
evapora¢do mais rapida. SADIR, em 1972, fez uma revisdo sobre a influéncia das
variagdes desses pardmetros no processo de atomizagdo.

7.1. Atividade de agua

O principal fator relacionado com a conservagdo de alimentos desidratados € a
umidade. Variagdes no seu conteido podem alterar os produtos prontos para
comercializagdo (LABUZA, 1972). A melhor medida da concentragdo de agua de um
alimento ¢ a sua atividade de agua, que € definida como sendo a relagfo entre a pressio de
vapor da agua presente em um produto e a pressdo de vapor saturado da agua pura, na
mesma temperatura. A equagdo que define esta relagdo representa a umidade relativa de
equilibrio do produto em percentagem (BONE, 1973; KAREL, 1975), assim:

P URE
A W _— — =0 ————_—.
Po 100
onde,
Aw = atividade de 4gua
P = pressdo de vapor exercida pela dgua contida no alimento (mmHg)
Po = pressdo de vapor da 4gua para a mesma temperatura (mmHg)

URE = umidade relativa de equilibrio
A Figura 5 mostra que o crescimento microbiano nos alimentos depende da

atividade de 4gua, além de outros fatores como o tipo de flora presente, temperatura,
presenga de agentes conservantes € a propria composigdo do alimento (KAREL, 1975).
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7.2. Isotermas de adsorcao

Atualmente, com o crescimento da demanda de alimentos com baixo teor de
agua, torna-se cada vez mais necessario o estudo da preservagdo desses alimentos através
‘da determinagdo da sua umidade de equilibrio. Segundo GAL (1975) citado por GOIS
(1981), o interesse crescente pelo assunto decorre principalmente do fato, amplamente
aceito, de que a melhor forma de se avaliar a presenga de 4gua em alimentos, ndo ¢
através de sua percentagem, mas por meio de sua atividade de agua. A adsorgdo de agua
por alimentos desidratados € determinado através das isotermas.

As isotermas podem ser definidas como sendo "curvas" que relacionam a
pressdo parcial do vapor de agua nos alimentos com seu conteido de umidade a uma
determinada temperatura, ou seja, as isotermas representam a relagdo quantitativa entre a
atividade de agua de um alimento e seu teor de umidade (KAREL, 1975). Elas podem ser
de dessorg¢do quando o sélido perde umidade até atingir a umidade de equilibrio, e de
sor¢do quando o solido ganha umidade. Segundo PARRY (1985), o termo sorg¢do
compreende a adsor¢do, que se refere as moléculas de vapor de agua aderidas a superficie
“do material, e absor¢do, quando o vapor de agua entra nas moléculas do material.

As isotermas de sor¢do podem ser obtidas de duas maneiras: por secagem ou
retirada de agua do alimento (dessor¢do) ou por hidratagdo de amostras previamente secas
(adsor¢do). A isoterma de adsorg@o para um produto alimenticio € obtida em ambientes
com umidades relativas crescentes até as amostras atingirem a umidade de equilibrio. A
de dessorgdo € obtida pelo processo inverso, isto €, partindo de amostras completamente
umidas colocadas em ambientes com umidades relativas decrescentes, até atingir a
umidade de equilibrio. Embora as isotermas de adsor¢do e dessor¢do tenham a mesma
condigdo final de equilibrio, nfo coincidem e apresentam valores diferenciados para
algumas faixas de atividade de agua, indicando diferentes associagdes de agua com o
soluto nos dois processos, ou seja, diferentes intensidades de associagdo. A diferenga na
umidade de equilibrio entre a dessor¢do e adsorg¢do é denominada histerese e é um
fendmeno que ndo esta totalmente esclarecido (LABUZA, 1968). Entretanto, diversas
teorias tém sido formuladas para explicar o fenémeno; GOIS (1981) fez uma revisdo das
teorias existentes.
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Uma isoterma de sorgdo tipica, encontrada na maioria dos alimentos
desidratados, é mostrada na Figura 6. A configuragéo sigmoéide pode variar de acordo com
a composi¢do quimica do alimento e da uma indicagdo de como a agua estd ligada
(ACKER, 1969).

Neste tipo de isoterma, a agua ligada ao alimento pode ser caracterizada em trés
regides (ACKER, 1969; WOLF et al., 1972; LABUZA, 1968):

1) Regifio monomolecular, com atividade de 4gua em tormo de 0,3, onde aparece
a primeira inflexdo. Neste caso a agua esta ligada a sitios polares de energia
relativamente elevada como os grupos carboxilicos € aminicos. A remogdo
dessa agua requer energia bem superior ao calor latente de vaporizagao.

2) Regido multimolecular, com atividade de agua entre 0,3 e 0,7. A agua esta
ligada por pontes de hidrogénio a grupos hidroxilicos e amidicos.

3) Regido de condensagdo, onde a agua € considerada livre e se condensa na
estrutura porosa dos alimentos, onde as forgas capilares e sélidos soluveis
(agtcares, aminoacidos e sais) provocam a diminuig¢do da pressdo de vapor.
Nesta regido a agua atua como solvente para diversos solutos.

SARAVACOS & STINCHFIELD (1965) publicaram que o comportamento das
isotermas podem ser interpretados a partir do conhecimento dos constituintes basicos dos
alimentos. Segundo esses autores, em faixa de menor umidade relativa, a absorgdo €
devida, principalmente, aos polimeros (proteinas, amidos, pectina) uma vez que os solidos
soluveis (agucares e acidos orginicos) absorvem muito pouca agua nessas umidades. De
acordo com SAWLIN (1959), estas diferengas de absorgdo se refletem na forma da
isoterma (Figura 7). Enquanto produtos ricos em proteinas ou amido apresentam uma
isoterma com forma sigmoéide, mostrando uma convexidade em relagdo ao eixo da
ordenada na regido de baixa atividade de agua, outros ricos em agicares, como os frutos,
apresentam convexidade para o eixo da abcissa até niveis intermediarios de atividade de
agua, passando a uma forma quase exponencial em regides de alta atividade de agua.
Tentando explicar a capacidade de absor¢do de agua dos alimentos ricos em agucares
quando expostos em alimentos com umidade relativa alta, IGLESIAS & CHIRIFE (1976)
propuseram uma teoria, segundo a qual a medida que os produtos vdo absorvendo
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umidade, sdo criados novos sitios de absor¢do num processo cooperativo tipico, isto é, as
moléculas ja absorvidas facilitariam a absorgdo de novas moléculas de 4gua.

7.2.1. Efeito da temperatura sobre a umidade relativa de equilibrio

A variagdo na temperatura de um produto quase sempre resulta em uma
modificagdo inversa na sua umidade de equilibrio. De acordo com RASEKH et al. (1971),
1550 acontece por que a pressdo de vapor da agua absorvida ¢ alterada sempre que ocorrem
modificagdes na temperatura, o que, consequentemente, estabelece um novo equilibrio na
umidade relativa. Para MAKOWER & DEHORITY (1943), esse deslocamento do
equilibrio em temperaturas mais elevadas pode estar ligado as mudangas fisicas e
quimicas que ocorrem no produto. Segundo AYREST (1965), dependendo do produto, o
efeito da temperatura é diferente quando analisado em diferentes regides da isoterma,
sendo que na faixa de umidade relativa de 40 a 90%, a elevagd@o ou redugdo de 10°C na
temperatura provoca um deslocamento do equilibrio na ordem de 3%. SARAVACOS &
STINCHFIELD (1965) estudando a influéncia da temperatura sobre a absorgdo de 4gua de
alimentos desidratados, verificaram que a absor¢do maxima de agua ocorre na faixa de
temperatura de 10 a 30°C.

Estudando o efeito da temperatura sobre a absor¢do de agua do leite em po,
BERLIN et al. (1970), também observaram que o ganho de agua varia com a temperatura,
dependendo da regido da isoterma, sendo que, em niveis de atividade de dgua de até 0,2, a
variagdo da temperatura foi inversamente proporcional a absor¢do de 4gua, ou seja, a
elevagdo da temperatura diminuiu o valor da umidade de equilibrio. Para valores entre 0,2
e 0,5, o efeito foi inverso e a elevagdo da temperatura deslocou para cima o equilibrio da
absor¢do de agua; acima de 0,5, praticamente ndo houve influéncia da temperatura.
AUDU et al. (1978) e SMITH et al. (1981), também verificaram que a temperatura tem
grande influéncia sobre a absor¢do de agua de diversos agucares em todas as faixas de
atividade de agua estudada.
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8. Determinacio da vida de prateleira de produtos desidratados

PASSY & MANNHEIN (1977) definem a vida-de-prateleira como o periodo de
tempo em que é mantida a aceitabilidade do produto pelo consumidor, utilizando como
critério um determinado indicador de qualidade, como assimilagfo de metais, alteragdo de
cor, sabor e textura, ou perda de valores nutritivos. Defini¢8o mais completa é apresentada
pelo INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS - IFT (1974), para o qual a vida-de-
prateleira ¢ o periodo de tempo decorrido entre a produgdo € o consumo de um produto
alimenticio, durante o qual este se caracteriza pelo nivel satisfatorio de qualidade avaliado
pelo valor nutritivo, sabor, textura e aparéncia. As interagdes entre alimento e materiais de
embalagem, caso existam, devem permanecer em niveis considerados aceitaveis.

De acordo com MAKINDE (1976), a estabilidade dos alimentos embalados
depende de varios fatores, tais como: qualidade e tipo dos alimentos, método de
processamento, tipo de embalagem, manuseio dos produtos embalados e, principalmente,
temperatura e umidade relativa de estocagem.

Segundo MADI et al. (1979), para se fazer a estimativa da vida-de-prateleira de
um alimento desidratado em fungdo do ganho de umidade, é necessario assumir como
verdadeira, sob o ponto de vista pratico, as seguintes afirmagdes:

e as condi¢des de temperatura e umidade relativa permanecem constantes
durante o armazenamento;

e nos calculos no sdo consideradas as transferéncias de umidade do interior da
embalagem para a superficie do produto, e nem a difusdo dessa umidade pelo
produto;

e & possivel se fazer uma aproximagfo linear da isoterma entre os pontos que
correspondem a umidade inicial e a critica.

A vida util de um produto pode ser estimada teoricamente utilizando-se o
modelo matematico proposto LABUZA et al. (1972), considerando-se que a umidade
transferida do exterior para o interior da embalagem ¢ absorvida pelo alimento
desidratado, aumentando sua umidade.
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8.1. Propriedades de barreira de embalagens plisticas ao vapor de dgua

Além de outras atribui¢es, a embalagem tem como fungdo basica proteger os
alimentos. Essa protegio geralmente esta associada a danos fisicos e mecénicos, causados
pela movimentagdo, transporte e distribuigdo, ou a prote¢do contra a acdo de fatores
ambientais, como gases, luz, vapor de 4gua e odores. Desse modo, a embalagem deve se
constituir em uma barreira que impega ou dificulte o contato entre 0 ambiente externo € o
produto em seu interior (GARCIA et al., 1989).

Segundo esses mesmos autores, a vida util dos produtos alimenticios esta
intimamente ligada as propriedades de barreira da embalagem que devem ser definidas
para cada alimento, considerando-se a composigdo do produto, a forma de apresentagéo, o
sistema de acondicionamento, o canal de distribuigdo e a vida util desejada. De acordo
com ALLISON (1985), a barreira 4 umidade é medida como taxa de permeabilidade ao
vapor de 4gua, que é a quantidade de 4gua que passa através de uma unidade de area da
embalagem por unidade de tempo, a determinada temperatura ¢ umidade relativa.
Normalmente essa taxa é expressa em gramas de agua/(m?.dia), a 25°C e 75% de umidade
relativa, ou 38°C e 90% de umidade relativa. Um material de embalagem pode ser
considerado como de alta barreira ao vapor de 4gua, quando apresentar uma taxa de
permeabilidade menor que 8 gramas/(m?2.dia) e altissima barreira, quando menor que 0,8
gramas/(m’.dia).

9. Legislagio brasileira para uso de hidrolisados protéicos

A Comissio Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos através da resolugdo
n® 15/78 estabeleceu o padrio de identidade e qualidade para hidrolisados protéicos
vegetais. De acordo com essa resolugo, "hidrolisado protéico vegetal € o produto obtido
a partir de fontes protéicas vegetais tais como o milho, amendoim, soja, trigo, isolado ou
combinado, por hidrélise, total ou parcial, com 4cido cloridrico e subsequente
neutralizagdo com hidréxido de sédio ou carbonato de sédio, podendo ser utilizada como
ingrediente de alimentos com o objetivo de lhes conferir sabor".

Segundo essa mesma resolugdo, a composi¢do dos hidrolisados protéicos

vegetais devera ter como ingredientes obrigatérios, as partes comestiveis dos vegetais
utilizados na sua produgfo, e como opcionais, no maximo 20% (base seca) de glutamato
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monossddico e 2% de gorduras vegetais. Deverdo ter, ainda, as seguintes caracteristicas
quimicas:

- proteina (N x 6,25) - minimo de 25% (base seca)
- cloreto de s6dio - maximo de 52% (base seca)
- cinzas - maximo de 8% (base seca)

- pH da solugdo a 10% - 3,5a7,0

Finalmente, o produto nfo deverd apresentar matérias estranhas, como
fragmentos de vegetais e outras, e devera ser acondicionado de modo a assegurar sua
prote¢do, nio devendo o material empregado interferir nas caracteristicas de sua
qualidade.
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III. MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL
1.1. Experimento de hidrolise em laboratério

Foram realizados no Laboratério de Tecnologia Geral da Faculdade de
Engenharia de alimentos (FEA), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

1.1.1. Matéria prima

As matérias primas utilizadas na preparagéo dos hidrolisados protéicos foram: a
torta de extragdo do 6leo de milho (protenose) e farelo de milho cedidos pela RMB-
RefinagSes de Milho Brasil Ltda., a torta de soja e proteina texturizada de soja do Moinho
da Lapa, soja em grios moidos, fermento biologico fresco (levedura Saccharomyces
cerevisiae) da Fleischmann Royal, caseina e gelatina da Nutricia S.A.

A protenose foi utilizada como matéria prima, nos ensaios preliminares, para
estabelecimento das condi¢des de hidrdlise e também na andlise sensorial, sendo que
nesse experimento, também foram avaliados sensorialmente os hidrolisados obtidos a
partir da torta de soja, proteina texturizada de soja e fermento biologico fresco.

Os hidrolisados produzidos a partir das demais matérias primas, foram utilizados
no ensaio realizado para avaliar a eficiéncia do método de produgéo de hidrolisados com
baixo teor de sal, utilizando diferentes tipos de hidrolisados.

1.1.2. Equipamentos

No laboratério, os hidrolisados foram preparados em baldo de fundo redondo de
dois litros de capacidade, com trés saidas. Em uma saida lateral foi colocado um
termémetro para medir a temperatura até 150°C, na outra foi adaptado um condensador
para refluxar a mistura hidrolitica, e na saida central, foi instalado uma agitador elétrico
para permitir a agitagio, homogeneizando a mistura continuamente. A temperatura de
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preparago do hidrolisado foi mantida constante por meio de um termostato adaptado a
uma manta de aquecimento (Figura 8).

1.2. Experimento de hidrélise em escala piloto
1.2.1. Matéria prima

Em fungfo da disponibilidade, ficil acesso e teor de proteina, a protenose foi
também, utilizada como matéria prima no preparo do hidrolisado em escala piloto. O
hidrolisado preparado por esse método foi utilizado nos experimentos de produgdo de
hidrolisado com baixos teores de sal, secagem e determinagdo da vida-de-prateleira do
produto desidratado.

1.2.2. Equipamentos

O hidrolisado foi produzido em um tambor de polipropileno de alta densidade,
com capacidade para 50 litros. Nesse recipiente foi instalada uma resisténcia elétrica
industrial, para aquecer a mistura hidrolitica, ¢ um termostato para controlar a
temperatura, sendo que, tanto a resisténcia como o sensor do termostato, foram colocados
dentro de tubos de vidro termo-resistentes para evitar o contato direto com o dcido
utilizado na hidrélise. A agitagdio da mistura para hidrdlise, foi feita por uma haste de
policloreto de vinila (PVC) em forma de pa e com aleta superior, adaptada a um motor
elétrico com redugfo de rotagdo, de modo que a velocidade fosse 60 rotagdes por minuto
(Figura 9).
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Figura 8 - Processo de produggo do hidrolisado em laboratério
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1.3. Experimentos para obtengio de hidrolisados protéicos com baixos teores
de sal

O método para obtengdo de hidrolisados protéicos com baixos teores de sal,
baseou-se no fato de que quanto maior a concentragdo do 4cido hidrolitico, maior a
percentagem de sal no produto final, devido a neutralizagéo do acido com hidréxido de
sédio. Assim foram desenvolvidos estudos para a eliminagdo do 4cido utilizado na
hidrélise, segundo 0s processos a seguir.

1.3.1. Matéria prima

A matéria prima, nesse caso, foi o hidrolisado protéico de protenose produzido
pelo processo em escala piloto (item 1.2.)

1.3.2. Equipamentos

A evaporagdo a vacuo do 4cido cloridrico foi feita em evaporador rotativo e a
destilagdo a vacuo com inje¢do de vapor de agua, foi realizada em um sistema de
destilagio quc era constituido por uma caldeira (balfo de fundo redondo de 2 litros
aquecido por uma manta de aquecimento), um sistema de inje¢do de vapor, um baldo de
250, 500 ou 1000 mL onde ficava contida a amostra (baldo de destilagdo), um
condensador de serpentina e um sistema para medir vacuo (Figura 10).
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2. METODOS

2.1. Métodos analiticos
2.1.1. Determinagio de proteina bruta

Nas matérias primas a proteina bruta foi determinada através do método semi-
micro Kjeldahl. Para o célculo da proteina o teor de nitrogénio foi multiplicado pelo fator
de corregdo 6,25 de acordo com a AOAC (1975).

Nos hidrolisados protéicos a proteina total foi determinada pelo método do
biureto (WEST, 1984).

2.1.1.1. Calculo do rendimento de hidrolise

O rendimento de hidrolise foi calculado determinando-se o conteudo de proteina
solubilizada, de acordo com a seguinte formula:

Rendimento = P - P x 100

P

onde,
P1 = percentagem de proteina no material a ser hidrolisado
P2 = percentagem de proteina no hidrolisado

Os erros absolutos para avaliagdo de diferengas estatisticas entre as médias,

foram calculados através do tratamento estatistico da propagagdo de erros, de acordo com
BACCAN et al (1979).

2.1.2. Determinacio de aminodcidos

O padrio de aminoacidos (System 7.300/6.300 - STD), fornecido pela Beckman,
continha 2,5 pmol/mL de cada aminoacido, exceto a L-cisteina que continha 1,5
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umol/mL. Essa solugdo foi diluida, com tampdo citrato de soédio pH 2,2, para a
concentragio de 1 pmol/mL. Dessa solugdo foram injetados 30 pL em analisador de
aminoacidos Aminochrom I

Para cada andlise, tomou-se uma aliquota de 5 mL de hidrolisado que foi
evaporada até eliminar toda fase liquida. A matéria seca foi diluida em 25 mL de tampdo
citrato de sodio pH 2,2 e filtrada em papel de filtro quantitativo Famex (3 89! faixa preta).
Dessa amostra, foi injetado no analisador, volume igual ao utilizado na anélise do padrdo
de aminoacidos (30uL).

2.1.3. Determinagio de nitrogénio aminico

A determinagio do nitrogénio aminico foi realizada por método
espectrofotométrico conforme procedimento descrito por ADLER-NISSEN (1979),
utilizando o 4cido trinitro benzeno sulfénico (TNBS).

2.1.3.1. Determinagio do grau de hidrélise

O grau de hidrolise, definido como a percentagem de ligagBes peptidicas
clivadas ou 0 nimero de grupos a-amino livres, formados durante o processo de hidrolise,
foi calculado pela determinagdo do nitrogénio aminico, ap6s a hidrélise, obedecendo a
seguinte expressao:

% GH = nimero de ligagdes peptidicas quebradasxloo

nimero total de ligagdes peptidicas

Para esse experimento, aliquotas de 20 mL foram retiradas de 30 em 30 minutos,
filtradas em papel de filtro e imediatamente apés a filtragdo, determinou-se a percentagem
de ligagBes peptidicas clivadas. Foram mantidas todas as condi¢des de hidrolise durante a
coleta das aliquotas.
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Apés a homogeneizagdo da formulagdo, antes do inicio da hidrolise, retirou-se
uma aliquota obedecendo ao mesmo procedimento, para ser medida a percentagem de
aminoacidos livres no tempo zero.

2.1.4. Determinacio de cloreto de sédio.

A percentagem de cloreto de sédio no hidrolisado foi determinada por
potenciometria, utilizando-se potenciémetro Micronal B-374 ¢ eletrodo combinado de
prata 6.0404.100 (OF)-Metrohm.

Nessa analise mediu-se 10 mL de hidrolisado, com pipeta volumétrica,
neutralizou-se a pH 7,0 com hidréxido de sédio e completou-se o volume para 500 mL
com 4gua destilada (diluigdo 1:50). Em seguida foi tomada uma amostra de 20 mL de
hidrolisado diluido e titulou-se com nitrato de prata 0,1 N com auxilio do eletrodo
combinado de prata (Figura 11). O ponto de viragem da titulagdo foi determinada pela
maior diferenga de milivolts (mV) entre dois volumes subsequentes de nitrato de prata
adicionado (Figura 12).

A percentagem em miligramas de cloreto de sédio por 100 mL de hidrolisado
protéico foi calculada como segue:

% de NaCl = V2xN2xf2xEixd < 100

volume da aliquota titulada

V, = volume de AgNOs, em mL, gastos na titulagdo
N, = normalidade do AgNO;

f, = fator de corre¢fo da normalidade do AgNO;
E, = equivalente grama do cloreto de sédio

d = diluigfo do hidrolisado

2.1.5. Determinacido de umidade
Foi realizada através da secagem do material em estufa a vacuo com circulagio

de ar seco em silica, nas seguintes condigdes: vacuo de 20 mmHg, temperatura de 70°C
durante 24 horas (MADI et al, 1980).
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2.1.6. Determinacio de extrato etéreo e cinzas.

Foram determinados de acordo com a AOAC (1975) e AOAC (1980),

respectivamente.
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Figura 11 - Fluxograma da destilagio e determinagdo do teor de cloreto de sodio
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Figura 12 - Titulagdo potenciométrica do hidrolisado protéico sem tratamento
prévio (DV-0) e destilado a vacuo com injegdo de vapor de agua
durante 10 (DV-10), 30 (DV-30) e 60 (DV-60) minutos.
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2.1.7. Analise sensorial dos hidrolisados protéicos

Para analise sensorial dos hidrolisados, utilizou-se cabines individuais sob luz
vermelha para que a cor nfo interferisse na avaliag@o. Os testes foram realizados nos
periodos da manh3 e da tarde, excluindo-se o intervalo de uma hora antes e duas depois
do almogo. Utilizou-se 25 provadores de ambos 0s sexos, de idade entre 20 e 40 anos e
com experiéncia anterior em testes sensoriais. As amostras foram apresentadas aos
provadores a temperatura de 60°C, em bequers de 50 mL codificados com niimeros de trés
digitos e colocados em aquecedor elétrico apropriado para manter a temperatura.

Os testes foram conduzidos comparando-se as quatro amostras de hidrolisado
obtidas, pelo método laboratorial, a partir de 30% de matéria prima (protenose, torta de
soja, proteina texturizada de soja e fermento bioldgico), 20% (p/v) de acido cloridrico,
nos tempos de hidrélise de 3 e 8 horas, visando selecionar os hidrolisados mais preferidos
e que se prestassem a continuagdo do trabatho. Os hidrolisados foram diluidos para 30
1° Brix com 4gua destilada. A andlise sensorial foi feita usando-se 1,0 grama da solugdo a
30 °Brix diluida para 100 mL com agua destilada a 60°C contendo 0,5 gramas de cloreto
de sodio.

Foi aplicado o teste de preferéncia utilizando-se escala hedé6nica de 1 a 9 pontos,
sendo que o ponto 1 correspondia a “desgostei muitissimo™ € 0 9 a “gostel muitissimo”
(Anexo 1), pedindo-se ao provador que respondesse a razio pela qual gostou da amostra
mais preferida e porque menos gostou da amostra menos preferida. Em cada sessdo foram
avaliadas quatro amostras, utilizando-se o delineamento estatistico de blocos completos
balanceados, para variar a ordem de apresentagdo das amostras aos provadores.

No experimento de substituigdo de extrato de carne por hidrolisados, foram
obedecidos os mesmos procedimentos da analise sensorial dos hidrolisados, sendo que as
amostras foram servidas a 60 £ 2°C, na concentragdo de 20 gramas de hidrolisado a 80
°Brix por litro de agua.

Os resultados desses dois experimentos, foram avaliados estatisticamente pela
analise de varidncia e pelo teste de Tukey
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2.1.8. Determinacio da isoterma de adsor¢io do hidrolisado de protenose

Inicialmente foi determinada a umidade do hidrolisado seco em spray drier, de
acordo com a metodologia descrita em métodos analiticos (item. 2.1.5.) e, em seguida, as
amostras secas foram transferidas para ambientes com umidade relativa controlada e
temperatura de 23 e 38 £ 1°C.

2.1.8.1.1. Obtencdo da umidade relativa controlada

As umidades relativas, variando de 7 a 95%, foram obtidas em dessecadores
contendo solugBes saturadas de sais, de acordo com a AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING AND MATERIALS (1989). As solug3es utilizadas para obtengéo das umidades
relativas estdo relacionadas na Tabela 4.

2.1.8.2. Absor¢io de umidade

Amostras de 2 gramas de hidrolisado em p6 foram pesadas em balanga analitica
e distribuidas uniformemente em placas de Petri de 4 cm de didmetro previamente secas
em estufa a 105°C até peso constante, e transferidas para dessecadores contendo solugdes
saturadas de sais que proporcionavam as umidades relativas desejadas. Apbs
estabelecimento de vécuo parcial, os dessecadores foram colocados em camara climatica
modelo 347 CDG - FANEM com temperatura de 23 e 38 £1°C. As amostras que estavam
a 23 + 1°C foram pesadas de 24 em 24 horas e as que estavam a 38 + 1°C foram pesadas,
nos trés primeiros dias, de 12 em 12 horas, e depois, de 24 em 24 horas até apresentarem
peso constante. A pesagem das amostras foi feita em balanga analitica Metler
imediatamente apds a abertura dos dessecadores, tomando-se o cuidado de secar a parte
externa das placas de Petri, com lengo de papel, para eliminar a umidade absorvida na
superficie. A umidade de equilibrio foi calculada pela diferenga entre o peso inicial e final
das amostras que foi considerado constante quando a diferenga entre os dois pesos foi
menor ou igual a 0,2 mg (LABUZA, 1984).

2.1.8..3. Umidade critica do produto

Quando o equilibrio foi atingido, as amostras foram analisadas visualmente para
verificar as alteragdes fisicas ocorridas em fungdo da umidade relativa de equilibrio. O
maior teor de umidade de equilibrio em que o produto apresentou as primeiras alteragoes
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fisicas, como a mudanga de cor, foi considerado como sendo a umidade critica do produto
(MADI et al, 1979; XAVIER et al, 1987). A alteragdo de cor foi determinada
subjetivamente, comparando as amostras, apés o equilibrio nas diferentes umidades
relativas.

O teor de umidade do produto em base seca foi correlacionado com a atividade
de 4gua (Aa) ou umidade relativa (UR) para obtengdo da representagfio grafica da
isoterma.

Tabela 4 - Solugdes saturadas utilizadas na determinagfo das
isotermas de adsorgéo

Solugdo saturada Umidade relativa
(%)
Hidréxido de sédio 7
Cloreto de litio 11
Acetato de potassio 22
Cloreto de magnésio 33
Carbonato de potassio 43
Brometo de sddio 58
Nitrito de s6dio 65
Cloreto de sodio 75
Cloreto de bario 90

FONTE: AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (1989)
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2.1.9. Determinagio do coeficiente de eficiéncia protéica (PER) e do PER
‘corrigido
O PER foi calculado, segundo PELLET & YOUNG (1980) pela relagdo entre o
ganho de peso de cada rato, devido a dieta consumida durante o periodo de 28 dias , e a
proteina ingerida:

ganho de peso(g)
proteina ingerida

PER =

A corregdio do PER foi feito pelo uso da expressdo:

PER corrigido = PER x 2,5
PER da caseina

2.1.10. Curva de crescimento dos ratos

A curva de crescimento foi elaborada, levando-se em consideragdo a média de
aumento de peso, de cada grupo de ratos, semanalmente, em relagdo aos dias de consumo
das dietas com as respectivas fontes de proteina (caseina, protenose € hidrolisado).

2.1.11. Determinagio da vida-de-prateleira do hidrolisado

Para determinar a vida-de-prateleira ou vida util do hidrolisado protéico, foi

utilizado o modelo tedrico proposto por LABUZA et al ( 1972) onde:

Ue - Ui _ k. A. ps ¢
Ue - U I. M. <«

em que:

Ue = umidade de equilibrio do produto com o ambiente externo baseado na
extrapolagfo linear da isoterma (gramas de 4gua / 100g de matéria seca);

umidade inicial do produto (gramas de 4gua / 100 gramas de matéria seca);

Ui
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U = umidade variavel do produto em fungdo do tempo apds o acondicionamento
(gramas de dgua / 100 gramas de matéria seca);

k = permeabilidade da embalagem ao vapor de agua (g . um / m2 . dia . mmHg),
definida pela relagédo:
TPVA. !
B ps. UR
/ = expessura do filme (um)
A = é4readaembalagem (m?)
ps = pressdo e do vapor de agua na temperatura média de armazenamento (mmHg)
o = tangente da isoterma referente a reta entre a umidade inicial e a critica do
produto (gramas de HO/UR)
t = tempo (dias)
M = massa do produto (gramas)
TPVA = taxa de permeabilidade ao vapor de agua
UR = umidade relativa usada na determinagdo da permeabilidade inicial da
embalagem

Mediante esse modelo matematico, foram estabelecidas as condigdes de
embalagem do hidrolisado, considerando-se aspectos ambientais, caracteristicas do
produto e propriedades do material de embalagem.

Os calculos da vida util tedrica foram feitos considerando-se as caracteisticas
dos materiais de embalagem mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Caracteristicas dos materiais de embalagem utilizados nos
calculos da vida-de-prateleira do hidrolisado

Material Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g/m?2.dia)
Espessura (pm) | 23°C/75% UR 38°C /90% UR
PEBD 50 1,8 8,2
PEBD 100 0,9 4,5
PEBD 150 0,5 2,8
PP 70 1,0 49
PEAD 100 0,31 1,3
PET/PEBD 2/100 - 5,0

FONTE: ARDITO (1987); GARCIA et al (1989).

PEBD = polietileno de baixa densidade

PEAD = polietileno de alta densidade

PP = polipropileno

PET = polietileno tereftalato
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2.2. Experimentos

2.2.1. Obtencdo de hidrolisados em laboratério

No preparo do hidrolisado o 4cido cloridrico, previamente diluido com 4gua
destilada aquecida, foi adicionado 4 matéria prima. A contagem do tempo de hidrélise foi
iniciada quando a mistura atingiu a temperatura de refluxo de 100 +2°C.

Apbs a hidrélise, as huminas, subproduto sélido de coloragdo escura formado
durante a hidrélise acida pela condensagdio do triptofano e componentes aldeidicos, foram
separadas por filtragdo em papel de filtro e os hidrolisados acondicionados em frascos de
vidro (Figura 13). Em seguida foram feitas as determinagSes de proteina e teor de solidos

soliveis (°Brix) diretamente no hidrolisado. A neutralizagdo a pH 7,0 foi feita com
hidroxido de sédio.

As condi¢des de hidrélise foram definidas tomando-se como base a
determinagdo do rendimento de hidrélise, analisando-se os efeitos dos parametros que
influenciam o processo, em fun¢do do tempo de hidrolise de 1 a 8 horas. Assim, a
otimizagdo do rendimento de hidrélise foi realizada através de ensaios onde foram
testados:

e variagio do teor de matéria prima (protenose) na formulagéo,
e variagio da concentragdo do acido hidrolitico,
e variagio do tempo e da temperatura de hidrélise.

2.2.1.1. Efeito da variacio do teor de matéria prima na hidrolise

A formulagfo para avaliagdo do efeito do teor de matéria prima sobre 0 processo
de hidrolise continha 10, 20 ou 30% (p/v) de matéria prima (protenose), 15% (v/v) de
4cido cloridrico (37%, d = 1,19) e quantidade suficiente de 4gua destilada para completar
100 mL de mistura hidrolitica. O tempo méaximo de hidrdlise foi 8 horas e a temperatura
de refluxo 100°C.
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FORMULACAO

HOMOGENEIZAGCAO

HIDROLISE ACIDA

FILTRACAO

HIDROLISE A 100 ou 80°C
AGITACAO POR 4, 8 ou 12 HORAS

PAPEL FILTRO

HIDROLISADO

HUMINAS

Figura 13 - Fluxograma geral de produggo de hidrolisado protéico
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2.2.1.2. Efeito da variacio da concentragio de 4cido cloridrico sobre a
hidrolise

O efeito da variagio do teor de acido na hidrélise foi verificado mantendo-se
constante o teor de matéria prima e variando-se o teor de acido cloridrico, conforme a
seguinte formulagZo:

e Protenose - 30% (p/v)
e 4cido cloridrico (37%, d=1,19) - 20,30 0u 50% (v/v)
o 4gua destilada q.s.p. - 100 mL de mistura hidrolitica

A temperatura de refluxo foi de 100°C durante 8 horas.

2.2.1.3. Efeito da variacio da temperatura de 100 para 80°C sobre a
hidrdlise

Nesse experimento, manteve-se as mesmas concentragdes de matéria prima,
acido e 0 mesmo tempo de hidrélise do experimento para verificar o efeito da variagdo da
concentragdo de acido sobre a hidrélise, descrito no item 2.2.1.2., variando-se apenas a
temperatura de 100 para 80°C

Apés a avaliagdo da hidrélise, utilizando a protenose como matéria prima,
selecionou-se as condigdes mais adequadas para processar os demais materiais,
considerando-se o rendimento de hidrélise.

2.2.2. Preparo de hidrolisados das diversas matérias primas em
laboratério A

As matérias primas constituidas por torta de soja, soja em graos moidos, proteina
texturizada de soja, fermento biolégico fresco, farelo de milho (refinasil), caseina,
gelatina, além da protenose, foram hidrolisadas segundo a selecdo das condigdes mais
adequadas dentre os fatores estudados, que foram:

e formulagdo para hidrélise: 30% de matéria prima
20% de écido cloridrico
50% de agua
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A temperatura de refluxo foi de 100°C e o tempo de hidrolise de 8 horas. Esse
experimento foi avaliado pelo célculo do rendimento de hidrélise (item 2.1.1.1)).

Os hidrolisados de torta de soja, soja em grdos moidos e fermento biolégico
fresco, foram utilizados para avaliagio comparativa de rendimento de hidrdlise.

Os hidrolisados de torta de soja, proteina texturizada de soja, fermento bioldgico
fresco, além da protenose, foram utilizados para analise sensorial (item 2.2.1.)

Os hidrolisados de torta de soja, refinasil, caseina, gelatina e protenose, foram
utilizados para os ensaios de avaliagio da eficiéncia da destilagdo a vacuo (item 2.2.5.2.).

2.2.2.1. Avaliagio dos hidrolisados preparados com tempos de
hidrélise de 3 e 8 horas a partir das diversas matérias
primas.

Os experimentos foram também conduzidos com tempo de hidrélise de 3 horas,
visando avaliar a influéncia do grau de hidrélise sobre, principalmente, o sabor do
hidrolisado. Essa avaliagdo foi feita através de analise sensorial (item 2.1.7.), com o
objetivo de substituir o extrato de carne por hidrolisados em formulagdes para caldo de
carne.

2.2.2.2. Avaliagio de caldo de carne contendo hidrolisados
protéicos

Os hidrolisados com melhor avaliagdo na analise sensorial foram selecionados
para o experimento de substitui¢do do extrato de carne nas propor¢des de 0, 20, 30 e
100% na formulago para caldo de carne mostrada na Tabela 6,

No preparo da formulagdo, primeiramente misturou-se a gordura vegetal com o
hidrolisado concentrado e depois adicionou-se os demais ingredientes. Finalmente
homogeneizou-se por 1 minuto em liquidificador usando maxima velocidade.

Nesse experimento, as amostras para anélise sensorial, foram servidas a 60 +
2°C. A concentragdo do hidrolisado, utilizado para substituir o extrato de carne, foi de 20
gramas a 80°Brix por litro de 4gua.
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Tabela 6 - Percentagem de substitui¢do de extrato de carne por hidrolisado pro-
téico na forrmulagdo de caldo de carne.

Ingredientes* Substituicdes de extrato de carne por hidrolisado
0g% 202 % 502 % 100 g %
Hidrolisado protéico (g) 0,00 0,80 2,00 4,00
Extrato de carne Swift (g) 4,00 3,20 2,00 0,00
Sal (g) 12,00 12,00 12,00 12,00
Glutamato nonossédico (g) 2,96 2,96 2,96 2,96
Gordura vegetal (Anderson Clayton) (g) 0,40 0,40 0,40 0,40
Cebola em pé (g) 0,60 0,60 0,60 0,60
Pimenta branca em po6 (g) 0,04 0,04 0,04 0,04
Agua (mL) gq.s.p. 1000 1000 1000 1000

* - Concentragdo final de 2 £/100ml de formulagio

Visando obter hidrolisados protéicos, em quantidade suficiente, para realizar os
testes finais de secagem em spray drier e avaliagdo nutricional, bem como testar as
condi¢des de hidrélise, selecionadas em laboratério, frente a uma produgdo de hidrolisado

em maior escala, desenvolveu-se um método de obten¢do de hidrolisados em escala
piloto.

2.2.3. Obtencio do hidrolisado em escala piloto

Em fungdo da disponibilidade e teor de proteina, a protenose foi utilizada como
materia prima na obtengio do hidrolisado em escala piloto.

O preparo da mistura de hidrélise foi semelhante ao do método laboratorial
sendo que, antes da filtragem do hidrolisado em papel de filtro, foi feita uma pré-filtragem
em sacos de pano para eliminar a maior quantidade possivel de sélidos insoluveis
(huminas). A contagem do tempo de hidrélise foi iniciada quando a mistura atingiu a
temperatura de 80°C, que foi mantida constante durante o processo.
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(huminas). A contagem do tempo de hidrélise foi iniciada quando a mistura atingiu a
temperatura de 80°C, que foi mantida constante durante o processo.

As condigdes de hidrélise adotadas nesse método foram, previamente,
estabelecidas em laboratério (item 2.2.1.). Para manter um rendimento equivalente as
condigdes laboratoriais, o tempo maximo de hidrélise, a 80°C, foi aumentado de 8 para 12
horas.

2.2.4. Avalia¢io do teor de aminoscidos em hidrolisados obtidos em
laboratério e em escala piloto.

O teor de aminoacidos foi determinado em hidrolisados obtidos em laboratério
pela hidrélise da protenose durante 4 horas a 100°C, segundo as condigSes estabelecidas
no item 2.2.2., sendo que esse hidrolisado foj destilado a vacuo com injegdo de vapor de
agua a 100°C durante 20 e 30minutos.

A determinago de amino4cidos também foi realizada utilizando-se o hidrolisado
preparado pelo método em escala piloto. Essa andlise foj feita em amostras destiladas a
vacuo com injegdo de vapor de 4gua umido durante 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 40, ¢ 8,0
horas e também em amostras destiladas a vacuo com inje¢do de vapor seco por 0,5, 1,0
e 1,5 horas.

O teor de aminoacidos da matéria prima (protenose) também foi analisado.
2.2.5. Obtengao de hidrolisados protéicos com baixos teores de sal

O método para obtengdo de hidrolisados protéicos com baixos teores de sal,
baseou-se no fato de que quanto maior a concentragdo do 4cido hidrolitico, maior a
percentagem de sal no produto final, ap0s a neutralizacdo do Acido. Assim, foi
desenvolvido um estudo que teve como base a eliminagdo do 4cido utilizado na hidrélise.

2.2.5.1. Destilacdo a vdcuo do icido cloridrico, sem inje¢iio de vapor
de dgua

Nessa etapa, foi feita uma destilagdo do 4cido cloridrico em evaporador rotativo
até toda fase liquida ser eliminada. Os s6lidos soluveis remanescentes foram diluidos em
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processo de evaporagdo foi repetido. As dilui¢des foram repetidas até que a quantidade de
acido foi constante apés seguidas diluigdes. Em seguida, ajustou-se o pH do hidrolisado
para 6,5 a 7,0 e determinou-se o teor de cloreto de s6dio.

2.2.5.2. Destilagdo a vicuo do icido cloridrico com injecio de vapor de
agua

Nesse método, o vapor era produzido pelo aquecimento de 4gua destilada até
ebuli¢do e injetado, através do sistema de injegdo de vapor, no fundo do baldo que
continha a amostra de maneira que promovesse a agitagio do hidrolisado,
homogeneizando a injegdo de vapor e aumentando a superficie de destilagdo. O baldo que
continha a amostra a ser destilada, era mantido, durante todo o processo, em banho--
maria. Assim o aquecimento do hidrolisado & realizado tanto pelo banho de aquecimento
como pela injecdo de vapor, permitindo conduzir o experimento de forma a concentrar o
hidrolisado, o que seria impossivel com aquecimento exclusivo da inje¢do de vapor.

A destilagdo foi realizada com vacuo de 26 mmHg e temperatura do banho de
aquecimento de 88 * 2 °C. Na otimizagdo deste processo, foram utilizadas também as
temperaturas de 100, 130 e 150 + 2°C.

O vapor de 4gua a ser injetado passava por uma serpentina de aluminio imersa
em banho de dleo aquecido a 140°C, para produzir vapor seco com temperatura de 100°C.
Em fungfo do vacuo, a temperatura interna do baldo de destilagdo ficava em 60+2°C.

Inicialmente foram destiladas aliquotas de 50 ml de hidrolisado protéico durante
10, 20, 30, 60, 90 e 120 minutos, respectivamente. A contagem do tempo de destilagdo era
iniciada quando o vicuo em todo o sistema atingia 26 mmHg, A injegdo de vapor era feita
quando a 4gua entrava em ebuligdo e antes de estabelecer o vacuo do sistema. Numa
segunda etapa, utilizando baldo de destilagdo de 1000 ml, o volume de amostra a ser
destilado foi de 500 ml, obedecendo o mesmo procedimento.

Apés a destilagdo, o volume da amostra era reconstituido em baldes
volumétricos de 50 ou 500 ml, dependendo do volume da amostra destilado, pela adigéo
de 4gua destilada, tomando-se a precaugdo de recuperar todo hidrolisado contido no baldo
de destilagdo.
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2.2.6. Secagem do hidrolisado de protenose com baixo teor de sal

Para esse teste utilizou-se hidrolisado protéico de protenose preparado em escala
piloto, descrito no item 2.2.3.

Apos a eliminagdo do 4cido utilizado na hidrélise por destilagdo a vacuo com
inje¢do de vapor de 4agua (item 2.2.5.2.), neutralizou-se o hidrolisado até pH 7,0,
adicionou-se malto dextrina (5% p/p), ajustou-se o teor de sélidos soliiveis para 38°Brix
pela adigdo de 4gua destilada e fez-se a secagem em spray drier mantendo-se a
temperatura de entrada e saida do spray em 200 e 100°C, respectivamente.

Em seguida a secagem, fez-se uma raspagem manual interna no spray drier para
recuperar todo hidrolisado, que foi acondicionado em sacos plasticos. Esse hidrolisado na
forma de po, foi utilizado, posteriormente, na determinagdo da estabilidade do hidrolisado
seco € como fonte de amino4cidos no ensaio bioldgico.

2.2.7. Ensaio biolégico

Foram utilizados ratos machos recém desmamados (21 dias de nascidos), da
linhagem wistar, adquiridos no biotério central da UNICAMP.

2.2.7.1. Avaliagdo da eficiéncia protéica (PER) do hidrolisado de
protenose seco com baixo teor de sal

Inicialmente utilizou-se 48 ratos. Apbés a pesagem, os extremos foram
eliminados e selecionou-se 18 ratos que foram distribuidos em blocos casualizados de 6
animais por grupo (3 grupos). A média de peso dos 3 grupos de ratos foi 55,8 gramas.

Durante todo periodo do experimento, os animais permaneceram em gaiolas
individuais de crescimento com dieta e agua ad libitum, em biotério com luzes acesas e
temperatura ambiente de 23 + 2°C.

As dietas para cada grupo, tinham como fonte protéica a caseina, a torta de
extragdo de dleo de milho (protenose) e hidrolisado protéico de protenose seco em spray
drier (item 2.2.5.), com 10,4, 10,6 e 10,2% de proteina total, respectivamente. O controle
da ingestdo de dieta e do peso dos ratos foram feitos de 5 em 5 dias.

58



As dietas foram preparadas de acordo com a AOAC (1975) com modifica¢des
para as misturas vitaminica e mineral segundo o American Institute of Nutrition-AIN
(1976) do Nutrition Research Center-NRC, de maneira que contivesse a composigio
basica mostrada na Tabela 7.

Tabela 7 - Composigdo bésica das dietas utilizadas no
ensaio bioldgico

Componentes Percentagem
Proteina 10,00
Gordura 8.0

Sais minerais (tabela 10) 4,0
Vitaminas (tabela 11) 5,0
Fibras* 1,0
Carboidratos** g.s.p. 100

FONTE: HEGSTED (1941)

*  Celulose microfina da Blanver F armoquimica Ltda.

¥* 25% de agiicar refinado e 75% de amido de milho.
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Tabela 8 - Composigdo da mistura salina usada nas dietas para o ensaio bioldgico

Ingredientes g/kg de mistura
Fosfato de calcio dibésico 500
Cloreto de sodio 74
Citrato de potassio monoidratado 220
Sulfato de potassio 52
Oxido de magnésio 24
Carbonato manganoso (43 - 48% de Mn) 3,5
Citrato férrico 6,0
Carbonato de zinco (70% de OZn) 1,6
Carbonato ciliprico (53 - 55% de Cu) 0,3
Iodato de potassio 0,01
Selenito de sédio (Na, SeO, . 5SH,0) 0,01
Sulfato de cromo e potassio [CTK (SO,), . 12H,0] 0,55
Sacarose g.s.p. 1000

FONTE: American Institute of Nutrition-AIN (1976)
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Tabela 9 - Composi¢do da mistura vitaminica usada nas dietas

para o ensaio biologico

Vitaminas Por Kg de mistura
Tiamina HCI 600 mg
Riboflavina 600 mg
Piridoxina. HCI 700 mg
Acido nicotinico 3000 mg
p-Pantotenato de célcio 1600 mg
Acido félico 200 mg
-Biotina 20 mg
Vitamina B-12 1,0 mg
Vitamina A 4000.000 UI
Vitamina E 5000 UI
Vitamina D-3 2,5 mg
Vitamina K 5,0 mg
Sacarose g.s.p. 1000 g

FONTE: American Institute of Nutrition-AIN (1976)




IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizac¢do da matéria prima

O teor de proteina bruta das matérias primas utilizadas para preparar
hidrolisados protéicos, estd mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Proteina total das matérias primas utilizadas no preparo
de hidrolisados protéicos

Produtos Proteina bruta(%)
(N x 6,25)
Torta de soja 44,00
Soja em grios moidos 31,50
Farelo de milho (refinasil) 21,00
Fermento biolégico fresco (Fleischmann & Royal) 15,90

Como a protenose (concentrado protéico de milho), em fungdo da sua
disponibilidade e teor de proteina, foi selecionada para a determinagdo das condigdes de
hidrélise em laboratério e para preparar o hidrolisado em escala piloto, determinou-se a
sua composigdo centesimal (Tabela 11).

Tabela 11 - Composigdo centesimal da protenose.

Composi¢cio gramas/100g de protenose
Proteina bruta (N x 6,25) 64,00
Umidade 12,50
Cinzas 3,50
Gordura 1,00
Carboidratos totais* » 19,00

* - Calculado por diferenga
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4.2. Determinacdo das condi¢des de hidrélise em laboratério

Nesse experimento a matéria prima foi a protenose e o parimetro para
estabelecer as condigSes 6timas de hidrélise foi o rendimento de hidrélise.

4.2.1. Rendimento de hidrélise

O rendimento 6timo de hidrolise define as condigdes de hidrdlise que
proporcionam maior teor de proteina solubilizada no hidrolisado, em relagdo ao seu
conteudo na matéria prima.

Na determinagdo do rendimento tomou-se como base a padronizagdo dos
pardmetros que influenciam o processo hidrolitico. Analisou-se: o efeito da variagdo do

tempo de hidrdlise, do teor de matéria prima, do 4cido hidrolitico e da temperatura sobre a
hidrélise.

O efeito da variagdo do teor de matéria prima na hidrélise é mostrado na Tabela
12. Pode-se verificar que mantendo-se a percentagem de acido em 15%, ocorre um
aumento no teor de sélidos soltiveis (Brix) e no rendimento de proteinas solubilizadas a
medida que se aumenta a concentragdo de matéria prima na formulagdo de 10 para 20 e
30%. Como a matéria prima tem outros componentes além da proteina, a relagdo entre
sOlidos soluveis e proteina ndo ¢ proporcional, o que significa que outros materiais, além
do material protéico, foram solubilizados. Pode-se observar também, que ocorre uma
elevagdo significativa no rendimento quando se analisa esse pardmetro em fungdo do
tempo de hidrélise. O melhor rendimento foi obtido quando se utilizou 30% de protenose
na formulag3o.

A Tabela 13 relaciona o efeito da variagdo da percentagem de 20, 30 e 50% de
acido numa formulagdo com 30% de protenose. Pode-se verificar que o teor de sélidos
soluveis e rendimento de hidrélise aumentam consideravelmente com o aumento do teor
de acido na formulagdo. Efeito semelhante pode ser observado na Figura 14 que mostra
que o aumento na concentragdo do 4cido de 10 para 20 e 30% na formulagio, aumenta a
taxa de ligagBes peptidicas hidrolisadas (grau de hidrélise). Contudo, é necessario levar
em consideragdo, que apesar de melhorar o rendimento de hidrélise, uma proporgdo
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maior de 4cido tem a desvantagem de prejudicar a qualidade final do produto, uma vez
que sera formada uma quantidade bem maior de sal na neutralizagdo desse acido.

Assim, considerando que o emprego de 20% de acido originou resultados de
rendimento de 74,56%, e que o grau de hidrélise nessa concentragdo de acido atinge
valores proximos ao méximo, além de que sera formada uma menor quantidade de sal
(NaCl) na neutralizagdo, esta concentragdo de 20% de 4cido foi selecionada para a
continuidade dos ensaios.

A diminui¢do do teor de proteina nas Tabelas 12 e 13 indicam a solubilizagdo
desse componente com o decorrer do tempo de hidrélise, conforme esperado.

Segundo MAY (1974), a influéncia da concentragdo do 4acido sobre o processo
hidrolitico é fundamental, uma vez que, com o aumento da forga do acido, a destruigdo de
aminodcido diminue e o sabor do hidrolisado se torna melhor, ainda que altas
concentragdes de acido resultem em elevadas concentragdes de sal no produto final apés
a neutralizagdo. Em 1965, GRIFFIT LABORATORIES LIMITED (Pat 1,071,248)
concluiu que a redugdo da concentragdo de 4cido no processo de hidrélise, tem concuzido
a um baixo rendimento de aminoacidos no produto final. Ratificando esse aspecto,
HAMPTON (Pat.1 494 856. 1975) publicou que o excesso de acido ¢ necessario para
garantir a complementag3o da reagdo. Entretanto, em alguns produtos com caracteristicas
especificas, € imprescindivel a restrigio deliberada do grau de hidrolise pela diminuigdo
da percentagem de acido na formulagdo ou a redugdo do tempo de reagdo (GRIFFIT
LABORATORIES LIMITED Pat. 1,071,248, 1965). Em relagdo a isso, alguns autores
tém publicado que a restrigio do grau de hidrélise pode provocar o aparecimento de

peptidios e aminoacidos de sabor amargo, liberados durante o processo hidrolitico
(FUGIMAKI et al., 1968; ROLAND, 1978)
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No presente trabalho, a influéncia da temperatura sobre a hidrélise foi analisada
determinando-se o grau de hidrélise (item 2.1.3.1.) como esta mostrado na Figura 14.
Neste experimento, além da variagdo na concentrag¢do do 4cido, a temperatura de hidrolise
fot mudada de 100 para 80°C. Os resultados mostram um comportamento semelhante aos
experimentos anteriores onde a percentagem de ligagdes peptidicas quebradas aumentam
com o tempo de hidrolise € com o aumento da concentragdo de 4acido na formulagio.
Contudo, comparando-se os processos com temperaturas de 100 e 80°C em formulagio
com 20% de acido, pode-se constatar que a 100°C, 75% das ligagGes peptidicas foram
clivadas em 2 horas, enquanto que a 80°C, para para 0 mesmo tempo de hidrélise, apenas
45% das ligagdes foram quebradas, o que sugere que a temperatura é um fator limitante
do processo de hidrélise, independente da percentagem de 4cido utilizada na formulago.

BIRD & MINOR (1948) estudando a influéncia da temperatura, concentragio do
ion hidrogénio e proteina sobre a hidrélise, concluiram que o conteudo de nitrogénio
aminico no produto final ¢ diretamente proporcional as concentragdes de proteina e acido
na formulagdo, e que o hidrolisado preparado em baixas temperaturas apresenta
importantes vantagens sobre aqueles preparados em temperaturas mais elevadas, quanto
a0 aroma do produto final. Segundo PHAN & ROSARIO (1983), o efeito da variagdo da
temperatura, tempo e concentragdo de 4cido sobre a taxa de hidrélise de extrato
desengordurado de cbco e farinha desengordurada de soja, estdo interrelacionados.
Segundo esses autores, a taxa de nitrogénio aminico aumenta com o aumento da
concentragdo de acido cloridrico; contudo, a amplitude da reagdo ¢ determinada pela
temperatura, ou seja, em temperaturas baixas a hidrélise ndo se completa mesmo em altas
concentragbes de acido. Além dessas condi¢des, um tempo minimo € necessario para
completar a reagdo. Do mesmo modo, YUNES et al. (1981) publicaram que a composigo
dos hidrolisados protéicos depende diretamente da matéria prima, da concentragdo do
acido hidrolitico, da concentragdo de proteina, da temperatura e do tempo de hidrolise.

O efeito da variagdo da temperatura sobre a hidrélise foi estudado também por
outros autores, que concluiram que uma hidrélise realizada em temperatura abaixo de 100
°C s6 se completa apos varios dias, enquanto que acima de 120°C ocorre destruigdo de
alguns aminoacidos (HALL, 1949), e ainda que, em meio 4cido, a maioria dos
aminoacidos sdo estiveis em temperaturas em torno de 100°C (KRAMPITZ, citado por
KONRAD & LIESKE, 1979). Entretanto SCHEIN & BERG (citados por KONRAD &
LIESKE, 1979) mostraram que os aminoacidos s3o destruidos em maior proporgdo pelas
temperaturas elevadas do que pela hidrélise prolongada ou altas concentragdes de acido.
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O tempo minimo para que uma hidrdlise se complete pode ser diminuido,
quando o hidrolisado ¢ produzido em um meio pressurizado. HALL (1949) obteve um
hidrolisado 4cido com excelente aroma quando utilizou pressdo na hidrélise. KONRAD &
LIESKE, (1979) citam que essa pressdo pode variar de 2 a 7 atmosferas.
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Figura 14 - Grau de hidrélise da protenose (30%) com variagdo na
concentragdo de 4cido cloridrico e da temperatura de

hidrélise, em fungdo do tempo.
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4.2.2. Preparo de hidrolisados das diversas matérias primas em laboratério

Para uma avaliagdo do comportamento e rendimento de hidrélise de outras
matérias primas, foram selecionadas a torta de soja, grdos de soja moidos e fermento
biolégico fresco, cujos resultados encontram-se respectivamente nas Tabelas 14, 15 ¢ 16,
Pode-se verificar que o desenvolvimento do processo hidrolitico dessas matérias primas
sdo semelhantes ao da protenose (Tabela 13), ou seja, o rendimento aumenta com o tempo
de hidrélise e com o aumento da percentagem de 4cido na formulagio.

Tabela 14 - Efeito da variagdo do teor de 4cido cloridrico na hidrélise de 30% de torta de
soja na formulagdo quanto ao conteido de proteina no hidrolisado e rendimento de
hidrélise. A temperatura de refluxo foi 100°C

Amostras

Tempo 20% de acido cloridrico 30% de acido cloridrico 50% de acido cloridrico
(h) Proteina* Rend.** Proteina* Rend ** Proteina* Rend.**
1 8,0540,099 | 39,0240,75 | 7,000,014 46,9710,11 5,7940,28 56,8910,22
2 7,2940,035 44,7310,27 6,3040,014 52,2740,11 4,1010,21 68,9810,16
3 6,580,007 | 50,1140,05 | 5,0040,035 62,1610,27 3,3040,014 75,0040,11
4 5,6740,035 | 57,0140,27 | 4,1240,042 68,7940,32 2,6140,035 80,2740,27
6 4,490,035 | 65,9540,27 | 2,810,035 78,7540,27 1,7840,014 86,5240,11
7 3,6840,035 | 72,0840,27 | 2,3940,028 81,8940,21 1,6140,021 87,8440,16
8 3,3940,021 | 74,2840,16 | 2,1040,028 84,0940,21 1,5040,021 88,6710,16

* - Proteina média + desvio padrio (g/ml de hidrolisado)

** - Rendimento médio = erro absoluto
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Tabela 15 - Efeito da variagdo do teor de acido cloridrico na hidrélise de 30% de graos de
soja moidos na formulagdo quanto ao contetido de proteina no hidrolisado e rendimento
de hidrélise. A temperatura de refluxo foi 100°C.

Amostras

Tempo 20% de acido cloridrico 30% de acido cloridrico 50% de acido cloridrico
(h) Proteina* Rend. ** Proteina* Rend ** Proteina* Rend. **
2 6,29140,028 33,4440,30 4,39140,035 53,4910,37 3,7110,014 60,7440,15
3 6,0010,035 36,4610,37 3,7140,028 | 60,7440,30 | 3,3140,028 64,9740,30
4 4,8840,021 48,3140,22 3.1840,007 | 66,3040,07 | 2,6540,084 71,9610,09
5 4,5140,007 52,2240,07 2,5940,014 | 72,5940,15 1,7940,035 81,0140,37
6 4,150,049 56,4610,52 2,1240,035 77,5140,37 1,5940,021 83,12140,22
7 3,5740,035 62,1740,37 1,8010,021 80,9010,22 1,391,007 85,2410,07
8 3,3940,035 | 64,0740,37 | 1,710,028 | 81,90+030 | 12740021 | 86,5140.22

* - Proteina + desvio padréo (g/100ml de hidrolisado)

** - Rendimento médio + erro absoluto
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Tabela 16 - Efeito da variagdo do teor de 4cido cloridrico na hidrélise de 30% de
fermento Fleischmann Royal fresco (Saccharomyces cerevisiae) na formulagdo quanto
ao conteudo de proteina no hidrolisado e rendimento de hidrélise. A temperatura de
refluxo foi 100°C.

Amostras
Tempo 20% de acido cloridrico 30% de acido cloridrico 50% de acido cloridrico
®) Proteina* Rend. ** Proteina* Rend.** Proteina* Rend. **
2 3,1040,063 35,12+1,33 2,5010,021 47,6910,44 1,500,007 | 68,6610,15
3 2,89140,021 39,52140,44 2,0910,042 56,1810,89 1,2140,021 | 74,7410,44
4 2,600,028 45,49140,59 1,8010,000 62,2610,00 1,200,007 | 74,9540,44
5 2,2910,028 51,9910,59 1,3010,021 72,8510,44 1,200,007 | 74,9540,15
7 2,0010,014 58,0710,30 1,2140,007 74,7410,15 | 0,9940,014 | 79,2540,30
8 1,6010,02 66,5610,44 1,0210,049 78,7241,04 | 0,6810,014 | 85,7410,30

* - Proteina média * desvio padrio (g/100 ml de hidrolisado)

** . Rendimento médio + erro absoluto
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A comparagdo entre os rendimentos de hidrélise de diferentes matérias primas
mostradas nas Tabelas 13, 14, 15 e 16, indicam que as proteinas tém diferentes
suceptibilidades & hidrélise, uma vez que apds 8 horas em acido cloridrico a 20%, o
rendimento médio de hidrélise de grios de soja moidos, fermento bioldgico, torta de soja
e protenose foram 64,07, 66,56, 74,28 e 74,56%, respectivamente. A torta de soja e
protenose tiveram rendimento equivalentes somente a partir de 7 horas de hidrélise sendo
que no periodo de 2 a 6 horas a protenose foi hidrolisada mais rapidamente que a torta de
soja. Quanto a isso, tem sido publicado que alguns peptidios aumentam a sua resisténcia a
hidrélise 4cida quando os grupos carboxilicos da valina, leucina e isoleucina estio
envolvidos (SINGE, 1944 e 1945; LAWRENCE & MOORE, 1951; CRISTENSEN,
1954). Do mesmo modo, DAVIES & THOMAS (1973) comparando o efeito de varios
tratamentos acidos sobre o rendimento de hidrélise, concluiram que a valina, leucina e
isoleucina s3o liberados lentamente somente quando o meio hidrolitico é o Aacido
cloridrico, contudo, quando o 4cido sulfarico ¢ utilizado na hidrélise, esses aminoacidos,
além da treonina serina e 4cido glutdmico, sdo liberados rapidamente para o meio
hidrolitico.

4.2.2.1. Avaliagio de diversas matérias primas com tempo de hidrolise de 3 e
8 horas

A avaliagdo da influéncia da matéria prima na qualidade do hidrolisado, foi feita
através de uma andlise sensorial dos hidrolisados preparados a partir de diferentes
matérias primas (itens 2.2.2. e 2.2.2.1).

Na avaliagdo da preferéncia entre os hidrolisados protéicos obtidos apds 3 horas
de hidrélise observou-se, pela Tabela 17, que os obtidos da protenose e torta de soja ndo
diferiram estatisticamente entre si (p<0,05), tendo obtido as médias de notas mais baixas.
Os obtidos de proteina texturizada de soja e fermento biolégico ndo diferiram
estatisticamente entre si, tendo a proteina texturizada de soja obtido a maior média (4,40)
correspondente ao “desgostei ligeiramente” da escala. O hidrolisado obtido a partir do
fermento bioldgico apresentou média também bastante préxima ao meio da escala.

Apos 8 horas de hidrélise, observou-se que o hidrolisado obtido a partir da
protenose apresentou praticamente o mesmo grau de preferéncia que o hidrolisado obtido
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com 3 horas de hidrélise, enquanto que os de torta de soja e fermento biologico
apresentaram ligeiro aumento das médias de preferéncia. J4 o obtido de proteina
texturizada de soja apresentou ligeira diminuigio do grau de preferéncia. Contudo, tanto o
obtido de proteina texturizada de soja e fermento bioldgico situaram-se ainda préoximos ao
meio da escala com as maiores médias. Neste estudo, os hidrolisados obtidos a partir de
protenose e fermento bioldgico diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

Em termos da avaliagdo sensorial da preferéncia, podemos observar que as
melhores matérias primas para obtengdo de hidrolisado sdo o fermento biologico e a
proteina texturizada de soja, tanto para 3 horas como para 8 horas de hidrolise.

Tabela 17 - Avaliagdo da aceitagdo dos hidrolisados preparados a partir de
diferentes matérias primas

Matéria prima hidrolisada Preferéncia

3 horas 8 horas
Protenose 2,96° 2,94°
Torta de soja 3,04% 3,79%
Proteina texturizada de soja 4,40° 4,04°
Fermento bioldgico 4,12%® 4,33%®
DMS (1%) 1,13 1,33

* DMS (1%) - Diferenga minima significativa pelo teste de Tukey ao nivel
de 1% de probabilidade
** Entre letras iguais ndo ha diferenga significativa (p<0,05)

Quanto a frequéncia das razdes apresentadas pelos Julgadores para a aceitagdo
ou rejei¢do dos hidrolisados (Tabela 18), podemos observar que o sabor foi o item de
maior peso tanto para aqueles que rejeitaram como para aqueles que aceitaram os
hidrolisados, seguido do item teor de sal.
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Em virturde de terem atingido as médias mais altas na preferéncia dos
provadores, as amostras obtidas a partir do fermento biolégico e torta de soja com 8 horas
de hidrélise, foram selecionadas para substituir o extrato de carne em formulages para
caldo de carne de uso culinario nos experimentos seguintes. No caso, as mais preferidas
foram as amostras obtidas do fermento bioldgico, torta de soja e proteina texturizada de
soja. Como com 8 horas de hidrélise a torta de soja € a proteina texturizada de soja ndo
diferiram estatisticamente entre si, por disponibilidade de amostras, optou-se pela torta de
soja.

Tabela 18 - Frequéncia das razdes para aceitagdo ou rejei¢do dos hidrolisados

Razdes Protenose Torta de soja Prot. Text. Soja | Ferm. Biolégico
3h 8 h 3h 8h 3h 8h 3h 8 h
Menor amargor - - 2 - 1 - 1 1
Aceitagdo | Melhor odor 1 - - 1 1 2 1 -
Metlhor sabor 1 2 5 6 3 3 3 5
Melhor teor de sal 3 - 1 3 1 2 3 2
Outros - - - - - - - -
Maior amargor 2 4 2 - 3 3 - -
Rejei¢do Pior odor 1 - 1 1 2 - - 1
Pior sabor 8 5 3 3 4 6 2 2
Pior teor de sal 2 3 3 1 1 1 - -
Outros - - - - - - - -
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4.2.2.2. Avaliacdo de hidrolisados selecionados para substitui¢cdo do extrato
de carne em caldo de carne

Os hidrolisados de torta de soja e fermento biolégico fresco (itens 2.2.2 e
2.2.2.2) foram submetidos & avaliagdo sensorial como substituto de extrato de carne em
caldo de came.

Os resultados da anlise sensorial (Tabela 19) mostram que na comparagio entre
as formulagBes para caldo de carne, nfo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as
formulagdes contendo extrato de carne e as formulagdes em que o extrato de camne foi
substituido por 20, 50 e 100% de hidrolisado de torta de soja ou de fermento biolégico.

E interessante observar que as substituicdes de extrato de carne pelos
hidrolisados protéicos, promoveram um aumento do grau de preferénica nas formulagdes
de caldo de came em relagfo a formulagio padrdo com 100% de extrato de carne.

Tabela 19 - Avaliagdo sensorial de amostras com substituigdo de extrato de carne por
hidrolisados nas formulagdes para caldo de came.

Matéria prima hidrolisada | Preferéncia na % de substituicdo de extrato de carne por hidrolisado DMS

0% 20% 50% 100% (1%)
Torta de soja 4,12° 4,67° 5,08 4,67° 1,23
Fermento biolégico 3,88° 3,92° 4 84* 4,14* 1,27

- Ndo ha diferenga significativa entre as amostras analisadas a nivel de 1% quando as
médias sdo seguidas das mesmas letras
- DMS (1%) -Diferenga minima significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade.

As formulagdes contendo o hidrolisado de torta de soja apresentaram sempre
medias das notas superiores as das formulagdes contendo o hidrolisado de fermento
bioldgico. As notas méximas, para os dois hidrolisados, foram alcangadas para 50% de
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substitui¢do e para a torta de soja com 100% de substitui¢do, quando corresponderam ao
indiferente da escala.

Nessa avaliagdo em que as amostras ja incluiam outros ingredientes além do
hidrolisado, a principal razgo para atribuigdo de valores continuou sendo o sabor seguido
do teor de sal (Tabela 20), aparecendo em menor numero de vezes as razdes referentes ao
amargor, comparando-se aos resultados dos testes anteriores, apresentados na Tabela 18.

Tabela 20 - Frequéncia das razdes para preferir ou rejeitar as formulagdes de caldo de
carne com substituigado de extrato de carne por hidrolisado.

Razoes Ext. carne | Hidrol. de torta de soja* | Ext. carne | Hidrol. de Ferm. Biol.*
100% 20% | 50% [ 100% 100% 20% | 50% | 100%
Menor amargor - - - - - - - -
Melhor odor - - - 2 - - - 1
Para preferir | Melhor teor de sal 1 4 1 1 1 1 2 1
Methor sabor 6 3 4 8 3 3 7 6
Outros - - - - - - - -
Maior amargor 1 - - 1 - - - 1
Pior odor 1 - - - 1 - 1 2
Para rejeitar | Pior sabor 6 3 1 9 6 2 1 5
Pior teor de sal 5 3 - 2 1 S 4 3
Outros - - - - - - - -

* 8 horas de hidrélise
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4.3. Obtencdo de hidrolisado em escala piloto

Como o grau de hidrélise (Figura 14) mostrou que a hidrélise, quando conduzida
a 80°C, quebra somente 65% das ligagdes peptidicas apés 8 horas de hidrélise, montou-se
outro experimento onde as condigdes de temperatura e percentagem de matéria prima
foram mantidas, porém, o tempo méaximo de hidrélise foi aumentado de 8 para 12 horas,
com o objetivo de melhorar o rendimento de hidrélise (Tabela 21).

A avaliagdo da hidrélise foi feita levando-se em consideragdo o rendimento de
hidrélise. Na Tabela 21 pode-se observar que mesmo utilizando elevadas concentragdes
de acido na formulagdo (50%), em 12 horas a hidrélise n3o foi completa, tendo um
rendimento de 83%, enquanto que com 20% de 4cido na formulagdo, o rendimento foi de
80%. Como um dos objetivos do trabalho era produzir hidrolisados com baixo teor de sal
pela eliminagdo do 4cido cloridrico utilizado na hidrélise, optou-se pela concentragio de
20% de 4cido na formulag#o para preparar o hidrolisado em escala piloto (item 2.2.3.)

4.4. Avaliagio do teor de amino4cidos do hidrolisado de protenose

Outro fator importante a ser levado em consideragio & a perda de aminoacidos
que ocorre durante a hidrdlise 4cida. Como o presente trabalho envolveu, além da
hidrolise acida, outros tratamentos como a destilagdo a vécuo e neutralizagfo, analisou--
se as diferencas entre o contetido de aminoacidos da protenose e do hidrolisado de
protenose, com o objetivo de avaliar as possiveis perdas de aminoacidos ocorridas durante
0 processo de produgio do hidrolisado.

Nesse experimento analisou-se o conteido de aminoacidos do hidrolisado de
protenose produzido pelo método laboratorial e em escala piloto, utilizando as melhores
condigdes de hidrélise estabelecidas neste trabalho. Os tratamentos de obtengdo de
hidrolisados para este experimento estfio descritos no item 2.2.4.

Se compararmos a anélise de aminoacidos da matéria prima, mostrada na Tabela
22, com a dos hidrolisados protéicos (Tabelas 23, 24 ¢ 25), pode-se observar que quando
a hidrélise foi conduzida a 80°C durante 12 horas, houve uma redugdo acentuada no teor
de acido glutdmico, leucina e prolina. Do mesmo modo, mantendo-se a mesma
formulagdo para hidrélise e variando apenas a temperatura de 80 para 100°C (Tabela 23),
houve uma redugdo ainda mais acentuada no teor de 4cido glutdmico e leucina, mesmo
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reduzindo o tempo de hidrélise para 4 horas. Esses resultados mostram que a temperatura
além de ser um fator limitante do processo de hidrélise, também & responsavel pela
redugio do conteudo de aminoicidos. Quanto a isso, SCHEIN & BERG (citados por
KONRAD & LIESKE, 1979) mostraram que os aminoécidos sio destruidos em maior
propor¢do pelas temperaturas eclevadas do que pela hidrélise prolongada ou altas
concentrac;(“;es de 4cido. Além disso, de acordo com BIRD & MINOR (1948), os
hidrolisados preparados em temperatura abaixo de 100°C apresentam melhores
propriedades quanto ao sabor e aroma em relagio aqueles preparados em temperaturas
mais elevadas. Outro estudo conduzido por PHAN & ROSARIO (1983) concluiu que a
amplitude da hidrélise é determinada pela temperatura.

As Tabelas 24 e 25 mostram a analise de aminoacidos de dois experimentos
conduzidos nas mesmas condigdes de hidrolise, sendo que receberam tratamentos
diferentes quanto ao processo de destilagio a vicuo com injegdo de vapor de agua. Um
hidrolisado foi destilado a vicuo com injegdo de vapor umido (Tabela 24) e o outro com
injegdo de vapor seco (Tabela 25). Pode-se observar que ndo houve variagGes
significativas quanto ao teor de aminodacidos durante todos os petiodos de destilagio.

» Contudo, como o vapor seco (100°C) foi mais eficiente no arraste de 4cido cloridrico,
passou-se a utiliza-lo nos experimentos subsequentes.

Outro aspecto importante a ser considerado na perda de aminoacidos durante o
processo de hidrélise 4cida, ¢ a formagdo de huminas, que segundo PRENDERGAST
(1974), mesmo nfo se conhecendo a exata estrutura desse material, sabe-se que é um
produto polimérico resultante da condensagio do triptofano e componentes aldeidicos.
Para KONRAD & LIESKE ( 1979), além do triptofano, outros aminoacidos como a
tirosina, cisteina, fenilalanina, metionina e arginina participam da formagfo desse
produto. YUNES et al (1981) acrescentam que as huminas sfo também formadas por
restos de cadeias protéicas e carboidratos, além dos aminoacidos Ja citados. Como a
maioria dos fabricantes preferem filtrar o hidrolisado varias vezes, para remover a maior
quantidade possivel de material huminico e descarta-lo, as huminas se constituem em
fator importante de perda de aminoicidos (PRENDERGAST, 1974; KONRAD &
LIESKE, 1979).

Em 1946 REES publicou que durante a hidrélise 4cida, a treonina e a serina sdo
destruidos progressivamente enquanto que toda asparagina e glutamina sdo transformados
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Tabela 21 - Efeito da variagdo do teor de acido cloridrico na hidrélise de 30% de
protenose na formulagdo quanto ao teor de proteina do hidrolisado e rendimento de
hidrolise. A temperatura de refluxo foi de 80°C.

Amostras

Tempo 20% de acido cloridrico 30% de acido cloridrico 50% de acido cloridrico

(h) Proteina* Rend.** Proteina* Rend ** Proteina* Rend.**
2 10,7940,028 | 43,8040,15 | 10,4940,042 | 45,3640,22 | 9,210,007 | 52,0610,04
3 9,8940,014 | 48,4940,07 | 9,1240,007 | 52,5340,04 | 8,5040,028 | 55,7340,15
4 9,3140,021 51,5440,11 | 8,8040,035 | 54,1940,18 | 7,2940,014 | 62,0310,07
5 8,6940,000 | 54,7440,00 | 8,0140,028 | 58,2840,15 | 6,4140,014 | 66,6140,07
6 8,3940,021 56,3340,11 | 7,7740,021 | 59,9240,11 | 5,400,021 | 71,9040,11
7 7,8940,028 | 58,9140,15 | 6,8940,021 | 64,1410,11 | 4,7140,007 | 75,49+0,04
8 7,5940,014 | 60,4740,07 | 6,3240,007 | 67,1140,04 | 4,3740,028 | 77,2440,15
12 4,4940,021 | 76,6440,11 | 3,9040,014 | 79,6940,07 | 3,2840,035 | 82,9440,18

* - Proteina média + desvio padrdo g/100 ml de hidrolisado

** . Rendimento médio + erro absoluto
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quantitativamente em 4cido aspartico e glutimico, respectivamente. OLCOT &
FRANKEL-KONRAT (1947) mostraram que o aquecimento em 4cido cloridrico 6 a 7 N
ndo destroi totalmente o triptofano se o oxigénio e metais pesados forem excluidos dos
processos. Resultado semelhante foi obtido por LAWRENCE & MOORE (1951) que
conseguiram detectar uma consideravel quantidade de triptofano apés hidrélise quando o
oxigénio foi excluido. GUNDLACH et al (1959) e MAHOWALD et al (1962) publicaram
que ocorre uma extensiva destruicio da cistina e cisteina durante esse processo,
principalmente na presenga de carboidratos.

Do mesmo modo, DAVIES & THOMAS (1973) comparando o efeito de varios
tratamentos acidos sobre o rendimento dos amino4cidos, observaram que a treonina e a
serina sdo destruidos com o prolongamento do tempo de hidrélise.
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Tabela 22 - Composigdo de aminoacidos da matéria prima
(protenose) utilizada na padronizagfo do método de hidro-

lise
Aminoacidos g AA*/100 g de proteina

Acido aspartico 5,09
Treonina 3,18
Serina 4,81
Acido glutimico 23,84
Prolina 8,96
Glicina 2,82
Alanina - 9,88
Cisteina -
Valina 405
Metionina 1,99
Isoleucina 3,66
Leucina 16,55
Tirosina 4,12
Fenilalanina 5,15
Lisina 1,60
Histidina 1,68
Arginina 2,62
ZAA 100,00

82



Tabela 23 - Composigdo de aminoacidos de hidrolisado protéico de
protenose hidrolisada durante 4 horas em temperatura de 100°C e
destilada a vacuo com injegdo de vapor de 4gua seco.

Aminoacidos Gramas de aminoacidos/100 gramas de proteina
Amostra 1 Amostra 2

Acido aspartico 4,05 5,80
Treonina 1,85 1,72
Serina 432 4,08
Acido glutdmico 15,34 15,63
Prolina 2,84 2,65
Glicina 2,97 3,03
Alanina 8,86 8,71
Cisteina - -

Valina 3,08 2,76
Metionina 2,09 1,89
Isoleucina 2,45 2,47
Leucina 9,61 9,39
Tirosina 3,10 3,10
Fenilalanina 6,48 6,46
Lisina 1,58 1,48
Histidina 2,09 1,79
Arginina 1,90 1,65
2AA 72,58 72,61

Amostras: hidrolisado protéico destilado a vacuo por 20(amostra 14)e

30(amostra 15) minutos.
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Tabela 24-Composi¢do de aminoacidos de hidrolisado protéico de protenose hidrolisada
por 12 horas em temperatura de 80°C e destilada a vicuo com inje¢do de vapor.de agua

umido.
Aminoacidos gramas de aminoacidos/100 gramas de proteina
Amostra3 | Amostra4 | Amostra5 | Amostra 6 | Amostra7 | Amostra 8 | Amostra 9

Acido aspartico 6,19 5,88 6,29 6,29 6,24 6,24 5,29
Treonina 2,77 2,98 3,03 2,91 2,47 2,53 2,99
Serina 4,88 4,83 4,78 4,38 4,88 4,71 4,80
Acido glutdmico 16,58 17,70 17,98 18,23 17,76 18,18 18,25
Prolina 7,99 7,96 7,11 6,12 5,60 5,12 4,64
Glicina 2,79 2,93 2,70 2,98 2,79 2,65 3,03
Alanina 9,54 9,18 10,10 9,13 9,64 9,34 9,47
Cisteina - - - - - - -
Valina 3,88 3,55 3,09 3,86 3,83 3,93 3,89
Metionina 1,97 1,80 1,99 2,06 2,02 1,96 1,90
Isoleucina 4,18 4,01 4,17 4,18 4,03 4,05 4,12
Leucina 12,19 12,36 11,90 12,26 12,21 12,67 12,07
Tirosina 4,44 4,27 4,05 457 425 3,89 4,52
Fenilalanina 5,80 5,48 5,39 5,22 5,66 5,77 5,87
Lisina 1,55 1,60 1,51 1,53 1,63 1,58 1,53
Histidina 1,60 1,67 1,62 1,55 1,62 1,67 1,65
Arginina 2,26 2,13 2,18 2,35 2,36 2,02 2,31
Z A-A 88,61 88,33 88,49 88,12 86,99 86,31 86,33

Amostras: hidrolisado destilado a vicuo com inje¢do de vapor umido por 0,5(Amostra
3), 1,0(Amostra 4), 1,5(Amostra 5), 2,0(Amostra 6) 2,5(Amostra 7),

4,0(Amostra 8) e 8,0(Amostra 9) horas.
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Tabela 25 - Composi¢do de aminoacidos de hidrolisado protéico
de protenose hidrolisada durante 12 horas em temperatura de 80°C
e destilada a vacuo com inje¢do de vapor de agua seco.

Aminoacidos gramas de aminoéacidos/100 gramas de proteina
Amostra 10 Amostra 11 Amostra 12

Acido aspartico 5,07 537 5,29
Treonina 2,65 2,81 2,53
Serina 4381 4,80 4,86
Acido glutdmico 18,18 17,52 17,93
Prolina 4,86 5,05 4,76
Glicina 2,87 2,93 2,79
Alanina 9,59 9,25 9,74
Cisteina - - .
Valina ' 4,56 4,40 4,49
Metionina 2,67 2,84 3,10
Isoleucina 4,12 4,35 4,26
Leucina 13,20 12,47 12,67
Tirosina 4,15 4,78 4,49
Fenilalanina 5,00 4,90 5,05
Lisina 1,65 1,77 1,68
Histidina 1,53 1,58 1,72

| Arginina 2,18 2,36 2,33
2AA 87,09 87,18 87,69

Amostras: hidrolisado protéico destilado a vicuo com injegdo de
vapor seco por 0,5 (Amostra 10), 1,0 (Amostra 11),
1,5 (Amostra 12) horas.
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4.5. Obtencio de hidrolisados protéicos dcidos com baixos teores de sal
4.5.1. Elimina¢do do dcido de hidrolise por destila¢io a vicuo

Para obter hidrolisados com baixos teores de cloreto de sédio (item 2.2.5.),
tomou-se como base o fato de que o sal presente no hidrolisado é formado quando se faz a
neutralizagdo do 4cido cloridrico utilizado no processo de hidrélise. Desse modo, procurou-
se eliminar o 4cido hidrolitico antes da neutralizago.

A condugfo deste processo provoca a concentragio gradativa do hidrolisado, que
passa a ser mais suceptivel a queima. Assim, com a continuagdo do processo a destilagdo
deve ser interrompida e o hidrolisado diluido para se proceder novo ciclo de destilagio. A
Figura 15 mostra que a destilagdo do 4cido cloridrico a vécuo, em evaporador rotativo (item
2.2.5.1.), reduz o teor de cloreto de sodio no produto final, contudo, mesmo repetindo o
processo por dez vezes, a percentagem final de cloreto de sédio ficou em torno de 7%, que
corresponde a 42,6% do original.

Apesar da redugfo significativa do cloreto de sodio, as repetiges exigidas por este
processo deram origem a um hidrolisado com cheiro de queimado que se intensificou com o -
aumento das repeti¢des da destilagHo.

Um método semelhante foi patenteado em 1975 como processso industrial
(HAMPTON, Pat. 1 494 856, 1975). Nesse processo, apds a hidrolise, o material insolivel
era filtrado e o 4cido utilizado era recuperado por destilagio e reciclado para ser utilizado no
preparo de novo hidrolisado. O conteudo de cloreto de sédio no hidrolisado produzido por
esse método, na forma de p6 com 5% de umidade, era 32%.
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4.5.2. Destilagdo a vicuo do 4cido cloridrico, com inje¢do de vapor de agua

A injegio de vapor, em fungdo da condensagdo de dgua, ndo permite a secagem
completa do hidrolisado evitando a sua queima. Os resultados mostram que num s0 ciclo de
destilagdo o 4cido pode ser quase totalmente eliminado sem os inconvenientes da destilagdo
em evaporador rotativo.

A eficiéncia desse método foi avaliada pela determinagdo do teor de cloreto de
s6dio remanescente, apds a destilagdo e neutralizagdo das amostras de hidrolisado. Em todos
os experimentos realizados houve uma redugfo progressiva na percentagem de cloreto de
sédio, quando as amostras foram destiladas até 30 minutos. Apds esse tempo de destilagdo
houve, praticamente, uma estabilizag&o e o conteudo de cloreto de sédio foi pouco reduzido

(Figuras 16 e 17).

Parece que a eliminagdo do 4cido cloridrico é mais eficiente quando o meio liquido
favorece a homogeneizagdo do vapor na amostra, facilitando a transferéncia de massa e,
portanto, o arraste do 4cido cloridrico. A estabilizagdo que se verifica apds esse tempo de
destilagdo, como pode ser observado nas Figuras 16 e 17, ocorre em fung&o do aumento da
concentragio de sélidos soliveis do meio, como consequéncia da perda de agua nos 30
minutos de destilagdo. O aumento da concentragdo do meio faz o vapor passar através de
canais preferenciais e ndo de forma homogénea, o que impede uma maior interagdo do vapor
com o acido cloridrico, tornando mais dificil a sua eliminag&o.

Muitas substancias s3o dificeis de serem separadas a pressdo atmosférica, por
causa da sua alta temperatura de vaporizagdo. Geralmente, o que € feito para solucionar esse
problema, ¢ destilar a mistura reduzindo a pressdo do meio através de vacuo e, em seguida,
injetar vapor para reduzir a press3o parcial dos componentes a serem destilados. A maioria
das industrias utilizam o vapor de 4gua pela sua disponibilidade, baixo custo e remogao facil
pela condensagio (WIRTH & PARK, 1980).

Pode-se observar também nas Figuras 16 e 17 a influéncia da concentragdo de
4cido cloridrico nos hidrolisados, sobre a eficiéncia do processo de arraste a vapor. Quando
se aumentou a concentragio do 4cido no preparo do hidrolisado, houve também um aumento
significativo na sua eliminago durante a destilagfo. Nos primeiros 30 minutos de destilagdo
a percentagem de cloreto de sédio eliminado para 10, 20 e 30% de 4cido foi,
respectivamente, 55, 76 € 82% nos hidrolisados preparados com protenose (Tabela 26). Em
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um experimento complementar realizado com refinasil, os resultados foram semelhantes e
mostram uma eliminag¢do de 58, 75 e 85% (Tabela 27). Esse resultado é compreensivel se
analisarmos que em uma mistura de substincias em aquecimento, cada componente exerce
uma pressio de vapor na superficie liquida proporcional a sua concentragdo, ou seja, quanto
maior a concentragio de uma substincia na mistura, maior a sua propor¢do na forma de
vapor, consequentemente, uma concentragio mais elevada de 4cido cloridrico implica em
uma maior percentagem desse acido na forma gasosa, o que promove sua eliminagdo em
maior proporgao por arraste a vapor.

Nzo houve alteragdo no desempenho do processo quando se utilizou matérias
primas com diferentes concentragdes de proteina na formulagdo dos hidrolisados (refinasil
21% e protenose 64%), uma vez que a eliminagdo de acido cloridrico nos dois experimentos
foi semelhante, independente dos diferentes teores de proteina das amostras destiladas
(Figuras 16 e 17). Isso pode ser explicado se levarmos em consideragdo que os aminoécidos,
peptidios e polipeptidios que constituem os hidrolisados, tém baixa volatilidade em fungéo
do seu peso molecular ¢ de suas estruturas que permitem a formagdo de pontes de
hidrogénio, e em consequéncia, sdo encontrados apenas na fase liquida, néo sendo eliminado
pelo arraste a vapor.

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de eliminar total ou
parcialmente o sal formado na neutralizagdo dos hidrolisados acidos. Assim, SIMONS, 1982,
variando a corrente elétrica aplicada na eletrodialise e a concentragdo de sal em hidrolisados
protéicos de soja, eliminou 97% de cloreto de sédio com uma pequena perda de 8 a13% de
moléculas organicas e concluiu que esse método ¢ viavel para remover cloreto de sodio.
Entretanto, HOULDSWORT (1980) estudando a desmineralizagdo de soro de leite por
eletrodialise e troca i6nica, demonstrou que o custo operacional da eletrodidlise ¢
consideravelmente mais elevado, especialmente em altos niveis de desmineralizagfo, e
concluiu que para desmineralizagio acima de 90% somente a troca idnica € praticavel
comercialmente.

Os resultados do presente trabalho mostram que a destilagdo a vicuo com inje¢do
de vapor de agua, € um processo simples que pode se constituir em uma alternativa aos
métodos convencionais de dessalinizagfo, para a produgdo de hidrolisados protéicos 4cidos
com baixos teores de cloreto de sodio.
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Tabela 26 - Percentagem de cloreto de sédio eliminado na destilagdo de amostras de
hidrolisado protéico de protenose preparado com diferentes concentragdes de acido

cloridrico
Tempo de 10% de HCI 20% de HC! 30% de HCI
destilagio % de NaCl* | % deNaCl* | % deNaCl | % deNaCl* | % deNaCl* | % de NaCl*
(minutos) remanescente | eliminado remanescente | eliminado remanescente | eliminado
0 9,45 0 15,63 0 25,80 0
10 7,41 21,59 8,35 46,58 13,08 49,30
30 4,22 55,34 3,63 76,78 4,72 81,71
60 3,63 61,59 3,20 79,53 4,00 84,50
90 3,20 66,14 3,05 80,50 3,63 85,93

* 04 de NaCl eliminado = 100 -

% remanescente de NaCl no tempo t

% de NaCl remanescente no tempo to
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Tabela 27 - Percentagem de cloreto de sédio eliminado na destilagdo de amostras de
hidrolisado protéico de refinasil preparado com diferentes concentragdes de 4cido cloridrico

Tempo de 10% de HCI 20% de HCI 30% de HCI
destilagdo % de NaCl* | % deNaCl* | % de NaCl* | % deNaCl* | % deNaCl* | % de NaCi*
(minutos) remanescente | eliminado remanescente | eliminado remanescente | eliminado
0 8,64 0 17,45 0 24,35 0
10 5,82 32,64 9,81 43,78 14,17 41,81
30 3,63 58,00 4,36 75,01 3,63 85,09
60 2,91 66,32 3,63 79,20 3,20 86,86
90 2,61 69,79 3,17 81,83 2,81 88,46

% de NaCl no tempe t x 100

% de NaCl no tempo to

*% de NaCl eliminado = 100 -
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4.5.2.1. Otimizac¢io do método de destilacdo a vicuo com injecdo de vapor de
dgua

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia do método de destilagdo do acido
cloridrico com injegdo de vapor de agua, fez-se a padronizag@o de alguns pardmetros como a
variagdo da temperatura de destilagdo, da temperatura do vapor injetado e do vacuo a que o
sistema estava submetido (item 2.2.5.2.).

A Figura 18 mostra que o aumento da temperatura de 100 para 130 e 150°C, reduz
com eficiéncia o conteildo de acido cloridrico no hidrolisado, e consequentemente o teor de
cloreto de sddio, nos primeiros 20 minutos de destilagdo e depois diminui progressivamente,
até que aos 30 minutos, as percentagens de acido eliminadas nessas temperaturas sdo
equivalentes, sugerindo, mais uma vez, que o acido cloridrico é mais facilmente eliminado
quando o meio esta diluido. Esses dados podem também ser comparados com a Figura 16,
onde pode-se observar que mesmo a 88°C o acido também € praticamente eliminado até 30
minutos de destilagdo.

Na Figura 19 esta representada a destilagdo de hidrolisados preparados a partir de
diferentes matérias primas. Pode-se observar um comportamento homogéneo entre os
diferentes tipos de hidrolisados destilados, mostrando que néo ocorre variagio significativa a
nivel de 5% (p<0,05) na eliminagdo do acido quando se utiliza hidrolisados preparados com
matérias primas diferentes.

A andlise de varidncia (teste F) dos resultados apresentados nas Figuras 18 e 19
indicou que os mesmos nfo diferem apds 20 minutos de destilagio.

Quando o vapor de agua destilada foi injetado com temperatura abaixo de 100°C,
houve um acréscimo no volume inicial da amostra em consequéncia da condensagdo do
vapor de 4gua, ndo sendo possivel concluir a destilagdo. Em contraposi¢do, quando a
temperatura foi mantida em 100°C, ndo houve condensagdo € a amostra foi concentrada até
formar uma pasta que se manteve umida durante todo processo ndo permitindo a queima do
hidrolisado. Nesse mesmo experimento observou-se também, que o acido eliminado nos
primeiros dez minutos era bastante diluido, contudo ap6s esse periodo, essa concentragdo era
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bem mais elevada, o que torna possivel a sua recuperagdo para ser utilizado novamente no
preparo de novo hidrolisado, como foi sugerido por HAMPTON (Pat. 1 494 856, 1975).

Do mesmo modo, quando o sistema de destilagdo foi submetido a um vacuo acima
de 45 mmHg, ndo foi possivel completar a destilagdo porque o volume da amostra também

aumentou, devido a condensagdo do vapor de agua. Portanto, o vacuo utilizado no sistema
foi de 26 mmHg.
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4.6. Secagem do hidrolisado de protenose

Estabelecidas as condi¢Bes basicas de destilagdo, como sendo, vacuo de 26
mmHg e injegdo de vapor de agua a 100°C, preparou-se hidrolisado de protenose com
baixo teor de sal em quantidade suficiente para a secagem em spray drier e posterior
utilizagdo na determinagdo da estabilidade do produto e no ensaio biolégico.

A estabilidade do hidrolisado foi determinada através de isotermas de adsorgéo.
4.6.1. Isotermas de adsorg¢iao

As isotermas de adsor¢do do hidrolisado protéico de protenose para as
temperaturas de 23 e 38°C estdo representadas na Figura 20. Os resultados mostram que
para a temperatura de 23 °C, as amostras ndo apresentam qualquer alteragdo em relagdo
ao produto inicial, até umidade relativa de 33%. No entanto, com o aumento da umidade
relativa de equilibrio para 43%, o produto sofre mudangas drasticas com alteragdes na cor
e aroma, caracteristicas da reagdo de Maillard que, segundo YUNES et al (1981), além de
escurecer os produtos possuem também o atributo de gerar sabores e aromas. A Figura 21
torna possivel uma avaliagdo visual das alteragdes ocorridas com a mudanga de umidade
relativa na temperatura de 23°C.

Quando a temperatura da isoterma foi 38°C, a alteragdo do produto teve inicio
em umidade relativa de 33%, indicando que com a elevagdo da temperatura ocorreu uma
aceleragdo nas reagdes que provocam alteragdes fisicas no produto, mesmo em baixa
atividade de agua, como o escurecimento ndo enzimatico, que segundo LABUZA (1968),
inicia-se com atividade de agua em torno de 0,2 e aumenta progressivamente com O
aumento da umidade. Além disso, SAWLIN (1963) publicou que quando a 4gua se
encontra em um nivel acima do valor da monocamada (30% de umidade relativa), possui
mobilidade suficiente para promover também o escurecimento enzimatico € O
aglomeramento do produto (caking). Como no presente trabalho as alterages comegaram
a ocorrer em umidade relativa de 33% (Figura 22), é possivel, que nessa faixa de atividade
de agua as alteragles ocorridas possam representar o inicio do "caking" do produto. A
antecipa¢do da mudang¢a de cor pelo aumento da temperatura, pode ser melhor observado
comparando-se as Figuras 21 e 22.
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E importante observar, ainda na Figura 20, o efeito da temperatura na umidade
de equilibrio para os diversos niveis de atividade de dgua. Pode-se constatar que com o
aumento da temperatura, de 23 para 38 °C, ocorre uma diminui¢éo na quantidade de dgua
absorvida para niveis de atividade de agua acima de 50%. Abaixo desse nivel, o efeito da
temperatura na absorgdo de agua ndo pode ser observado com a mesma nitidez,
certamente, devido a baixa capacidade de absorgdo de dgua do produto quando exposto a
ambientes com baixa pressdo de vapor. Resultados semelhantes foram publicados por
SARAVACOS & STINCHFIELD (1965), PIXTON & WARBURTON (1973 e 1976),
GOIS (1981) e LIMA (1981).

As Figuras 23 e 24 mostram a taxa de absor¢do de agua das amostras de
hidrolisado mantidas a 23 e 38°C, respectivamente, em diferentes umidades relativas,
durante 10 dias. Pode-se observar que a 38°C as amostras colocadas em ambientes com
umidade relativa variando de 7 a 65%, entram em equilibrio ap6s o segundo dia, enquanto
que em umidade de 75%, o equilibrio so é atingido ap6s 6 dias. Entretranto, quando a
temperatura é 23°C o equilibrio € atingido a partir do sexto dia, quando as amostras estdo
em umidade relativa variando de 7 a 43%,; a partir do oitavo dia para umidade relativa de
58%; em umidade relativa de 75% o equilibrio nd3o foi atingido até o décimo dia do
experimento.
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Figura 21 - Amostras de hidrolisado de protenose colocadas em dessecadores
com diferentes umidades relativas a 23°C
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Figura 22 - Amostras de hidrolisado de protenose colocadas em dessecadores
com diferentes umidades relativas a 38°C. O padrdo foi mantido
em saco de polietileno colocado em dessecador com silica
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Em fungdo das primeiras alteragdes fisicas ocorridas no hidrolisado, as
condigdes de umidade relativa de 33% a 38°C e 43% a 23°C, foram apontadas como
sendo as umidades criticas para o produto, sugerindo que nessas condig¢des climaticas, €
necessario a utilizagio de uma embalagem que proporcione uma barreira contra a
umidade, protegendo o produto da deterioragdo, e com isso, prolongando a sua vida-de--
prateleira.

4.6.2. Determinac¢io da vida util do hidrolisado

Os calculos da vida util teérica do hidrolisado foram feitos considerando-se a
utilizagdo de filmes plasticos com propriedades de barreira ao vapor de agua, comumente
encontrados no mercado nacional, como estd mostrado na Tabela 5 (ARDITO, 1987;
GARCIA et al, 1989). A Tabela 28 mostra os resultados obtidos nos calculos da vida util,
segundo LABUZA et al.(1972). Pode-se observar que houve uma redugdo brusca na vida
util do produto, para a mesma embalagem, quando as condigdes ambientais foram 38°C e
90% de umidade relativa, mostrando que o hidrolisado é muito sensivel as mudangas de
temperatura e umidade. Ratificando essa afirmagdo, pode-se verificar, ainda, que
mantendo-se as mesmas condi¢des ambientais e variando-se apenas a espessura do filme
de polictileno de baixa densidade (PEBD), a vida util do produto aumenta
proporcionalmente a espessura, ou seja, quando a espessura do filme foi 150 em vez de
50 um, praticamente, o periodo de conservagdo calculado do hidrolisado triplicou e, teve
methor desempenho quando a taxa de permeabilidade utilizada no calculo foi a do filme
de polietileno de alta densidade (PEAD), indicando que quanto maior as propriedades de
barreira da embalagem, maior o seu periodo de conservagdo. Entretanto, outros fatores
podem influenciar a vida 1til do produto, uma vez que estas estimativas sdo feitas em
condi¢Ges ambientais pré-estabelecidas (23°C/75% UR e 38°C/90% UR) nio levando em
considera¢do as reais variagdes de temperatura ¢ umidade relativa dos ambientes onde,
provavelmente, serfo comercializados os produtos. Além disso, os calculos apresentados
na Tabela 28, considerou embalagens cujos volumes destinam-se a comercializagdo em
varejo. Se o produto for comercializado em maiores volumes, digamos, para o mercado
institucional acima de 5 Kg, o fator prote¢do da embalagem serd menos critico, devido a
relagdo area/volume ter sido diminuida.
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Tabela 28- Vida util do hidrolisado protéico acondicionado em diferentes materiais de

embalagem
Material de embalagem Espessura** Conteudo da Vida il do hidrolisado* (dias)
(um) embalagem (g) | 23°C/75% UR | 38°C/90% UR

PEBD 50 500 227 14
PEBD 100 500 453 25
PEBD 150 500 815 41

PEAD 100 500 1315 88

PP 70 500 408 23

PET / PEBD 2 /100 500 - 23

* - Estimada de acordo com LABUZA et al. (1972).
** _ FONTE: ARDITO (1987); GARCIA et al (1989)

PEBD - Polietileno de baixa densidade
PEAD - Polietileno de alta densidade
PET - Polietileno tereftalato

PP - Polipropileno
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4.7. Ensaio biolégico

O ensaio biolégico foi conduzido utilizando-se a caseina, a protenose € 0
hidrolisado de protenose seco e com baixo teor de cloreto de sédio, como fontes de
proteina no preparo das dietas.

4.7.1. Avaliagio da eficiéncia protéica (PER) do hidrolisado de protenose
seco com baixo teor de sal.

Os valores médios e desvios padrdo do ganho de peso, consumo de proteina e
PER encontrados para as dietas com caseina, protenose e hidrolisado protéico estdo
mostrados na Tabela 29. O crescimento dos animais, mantidos em dieta com cada uma
dessas fontes de proteina, durante os 28 dias do ensaio biologico, esta representado na
Figura 25. Pode-se observar que o coeficiente de eficiéncia protéica (PER) da caseina, foi
praticamente duas vezes maior que o da protenose €, aproximadamente, trés vezes o do
hidrolisado de protenose.

Em fungdo dos processos de hidrolise, destilagdo, neutralizagdo e secagem, 0S
hidrolisados resultantes apresentaram caracteristicas diferentes da matéria prima, tanto no
conteudo de aminoacidos (Tabelas 22, 23 e 24) como no teor de cloreto de sodio no
produto final. Portanto, era previsivel que o PER do hidrolisado fosse menor que o da
matéria prima. Em relagdo a esse aspecto, NETTO (1992) citou que embora néo sendo um
fator antinutricional, o alto contetdo de sais deprime o crescimento de animais. STEINKE
(1977) relatou que a adigio de 5 mmol de sdédio por grama de proteina, diminue o PER da
caseina em 15%, enquanto que a adigio dessa mesma quantidade de malato de sodio,
reduz em 35%. ADLER-NISSEN (1985) publicou que a presenga de 100 mg de
sédio/grama de proteina em hidrolisado enzimatico de soja, ndo causa qualquer efeito
deletério no figado, rim, ou na concentragio de hemoglobina e proteina sérica dos
animais. Segundo o Nutritional Research Council (1980) a ingestdo de eletrolitos para
adultos saudaveis, em relagdo a ingestdo de 44 a 56 gramas diarias de proteina, € de 1100
a 3300 mg/dia de sodio; 1875 a 5625 mg/dia de potassio e 1700 a 5100 mg/dia de cloreto.
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Tabela 29 - Ganho de peso, consumo de proteina e coeficiente de eficiéncia

protéica (PER) para a caseina, protenose e hidrolisado protéico de protenose.

Parametros Dietas
Caseina Protenose Hidrolisado
Peso inicial (g)* 55,80 +£2. 56 55,84 £232 55,79 £ 1,98
Ganho de peso (g / dia)* 2,82+0,14 1,40 £0,12 0,63 +0,12
Consumo de Proteina (g / dia)* 1,18 £ 0,04 1,12 £0,03 0,90 £0,08
PER* 2,38 0,03 1,25+0,12 0,70 £0,09
PER corrigido** 2,5 1,30 0,74

* . Média + desvio padrdo de 6 animais

** . PER corrigido = PER x

2,5

PER da caseina
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V1. CONCLUSOES

A avaliagdo geral dos dados obtidos permite concluir que:

1. O hidrolisado protéico 4cido, produzido pelo processo em escala piloto, apresenta
composi¢do basica dentro das especificagdes do padrdo de identidade e qualidade
para proteina hidrolisada da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes (Resolug@o n®
15/78) da Associagdo Brasileira das Industrias da Alimentagfo - ABIA.

2. O método de dessalinizagdo, baseado na eliminagdo do 4cido utilizado na hidrolise,
pela destilagdo a vacuo com inje¢do de vapor de 4gua, se constitui uma alternativa
viavel para obter hidrolisado protéicos acidos com baixos teores de cloreto de sodio.

3. A eliminagdo do 4cido cloridrico por destilagdo com injegdo de vapor de dgua reduz o
teor de cloreto de soédio no hidrolisado, independente da concentragdo do &cido, até
niveis em torno de 2,5 + 0,5% em 90 minutos de destilagdo, enquanto que, a
eliminacdo do 4cido em rotavapor, mesmo apds sucessivas repetigdes, consegue
reduzir o teor de cloreto de sddio para, no maximo, 7 * 0,5%.

4. Quando utilizou-se vapor com temperatura abaixo de 100°C e vacuo acima de 45
mmHg, ndo foi possivel completar a destilagdo devido o aumento do volume da
amostra causado pela condensagdo do vapor de agua. O método foi eficiente com
temperatura do vapor de 100°C e vacuo de 45 mmHg e teve maior desempenho
quando o vacuo foi de 26 mmHg, O efeito da injegfo de vapor superaquecido devera
ser estudado e, certamente, val tornar 0 processo de eiiminagao do acido cioridrico
mais eficiente.

5. As condi¢gdes mais adequada para a estocagem do hidrolisado protéico seco em spray
drier, ¢ em ambiente com umidade relativa igual ou menor que 22%, para a
temperatura de 38°C e 33% para a temperatura de 23°C. Em ambientes com umidade
relativa mais alta, o produto atingjira sua umidade critica, diminuindo rapidamente a
sua vida util.

6. Em regides com condigdes climaticas médias de 23°C/75% U.R. e 38°C/90% UR,, a
comercializagdo do hidrolisado seco s sera possivel com o uso de embalagens como
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os filmes de polietileno de alta densidade (PEAD), que propiciem barreira a passagem
de agua para o produto.

A umidade critica do hidrolisado protéico de protenose, determinadas através de
isotermas de adsor¢do, foi 43% de umidade relativa para a temperatura de 23°C e
33% para a temperatura de 38°C, reafirmando a alta higroscopicidade e sensibilidade
do produto.

O extrato de carne utilizado em formulagdes para caldo de came de uso culinério,
pode ser substituido em até 100% por hidrolisado de torta de soja ou fermento
bioldgico, uma vez que os ingredientes foram facilmente incorporados e, na analise
sensorial, a substitui¢do foi amplamente aceita pelos provadores.
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VII - TRABALHOS FUTUROS

1.

Estudo da quelagdo de metais com hidrolisados acidos dessalinizados com o objetivo
de melhorar a absor¢do dos metais.

Uso de vapor super aquecido para melhorar a eficiéncia da eliminagdo do acido
cloridrico por destilagdo a vacuo com injeg@o de vapor de agua.

Estudo da obtengdo de aromas, originados pela reagdo entre aminoacidos, obtidos por

hidrélise acida de diferentes fontes protéicas, e agucares redutores segundo a reagdo
de Maillard.

Estudo da hidrolise acida utilizando o acido cloridrico em combinagdo com outros
acidos, como o fosférico e o acético, principalmente no inicio da hidroélise, para

reduzir o teor de huminas e a destruigdo aminoacidos.

Influéncia do uso de encapsulantes, como goma arabica, amido de mandioca e outros,
na vida-de-prateleira de hidrolisados acidos dessalinizados e desidratados.
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ANEXO 1 - ANALISE SENSORIAL
NOME: DATA: !

Por {avor, prove as amostras e indique para cada uma dessas 0 quanto vocé gostou.

N°Amostra; —— — S —
GOM’O‘ Gostei Qostei Gootol
— Muitissimo " Muitfssimo " Muitissimo " Muitisaimo
T Desgostel Desgostei ~— Desgostei ~  Desgostei

= Muitisaimo - Muitissimo — Muitiesimo = Multissimo

Rnpa\daomrolagéonunotb'aq\nvocimmmcm:paquon&ogodm?

Menor amargor, Melhor sabar
Melhor odor Meihor teor de sl
Cuuas,

Mpmdaommlaqioaamoquuovodmmgnbuzpaqmnbogmtm?

Malor amargor Plor sabor
Plor odor Plor tsor de sal
Outros
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