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Resumo

A carne mecanicamente separada de frango (CMSF), material oriundo do
processamento de carcagas na industria avicola, foi empregada como fonte
protéica para a produgao do hidrolisado utilizando enzimas proteoliticas. As
condigdes de hidrolise foram otimizadas usando metodologia de superficie de
resposta (MSR). A influéncia das variaveis temperatura (T), pH e concentragao
de enzima (E) foram avaliadas em funcdo do indice de Hidrolise (IH). As
condigdes otimas encontradas para a enzima Alcalase e Flavourzyme foram T
de 50 °C,pHde 7,5 e (E) de 2,5 % e T de 50 °C, pH de 6,0 e (E) de 3,5%,
respectivamente. Alcalase obteve uma recuperacao protéica de 89 % e a
Flavourzyme obteve 66,5 %. Alcalase foi utilizada para a produgdo do
hidrolisado, posteriormente seco em spray-drier, 0 qual obteve um conteudo de
proteina total de 57,90 %. O hidrolisado apresentou boa qualidade
microbiolégica e o perfil molecular indicou a presenca de pequenas proteinas e
peptideos na faixa de 12 000 a 5807 Da. A avaliagéo biolégica mostrou elevada
digestibilidade e NPR para a proteina hidrolisada quando comparada com a
caseina, contrastando com os baixos valores encontrados para metionina e
cistina na analise de aminoacidos.

' Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Meio

Ambiente — Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (106 pg). Margo, 2007.
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Abstract

Mechanically deboned chicken meat (MDCM), obtained from surplus
carcasses in the poultry process industry, was used as a source to the
production of protein hydrolysates using proteolytic enzymes. Hydrolysis
conditions were optimized using the response surface methodology (RSM). The
influence of the process variables temperature (T °C), pH and enzyme
concentration, (E) was studied with regard to the hydrolysis index (HI). The
optimum values for Alcalase and Flavourzyme were T of 50 °C, pH of 7.5 and
(E) of 2.5 % and T of 50 °C, pH of 6.0 and (E) of 3.5 %, respectively. Alcalase
recovered 89 % of protein and Flavourzyme 66.5 %. The Alcalase was used to
produce the spray-dried hydrolysate and obtained 57.90 % of total protein. The
spray-dried hydrolysate presented good microbiological quality and molecular
weight ranging from 5,807 to 12,000 Da. The biological evaluation showed high
digestibility and NPR to protein hydrolysate when compared with casein,
contrasted with the low values of methionine and cystine found in amino acid
analysis.

'/ Master of Science Dissertation in Agricultural Microbiology,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil (106 p.). March, 2007.
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1 INTRODUCAO

A utilizagao de hidrolisados protéicos, provenientes de origem animal
e vegetal, em formulacdes especificas € uma area de crescente interesse. Os
usos destes hidrolisados incluem aplicagdes clinicas, tais como produtos
geriatricos, suplementos energéticos, dietas para controle de peso e
terapéuticas ou dietas entéricas. A maior parte dos hidrolisados utilizados,
atualmente, sao obtidos da caseina e da proteina de soja.

A partir dos anos 70, dietas contendo hidrolisados pancreaticos de
caseina e ovoalbumina comegaram a ser comercializados. Atualmente, existem
varios produtos que utilizam como fonte protéica, de forma exclusiva ou parcial,
hidrolisado de proteinas. Porém, o custo de fabricagdo destes hidrolisados
ainda é muito alto e a maior parte é importada, fazendo com que poucas
pessoas tenham acesso a este tipo de tratamento. Por isso, o desenvolvimento
de hidrolisados obtidos a partir de fontes protéicas de baixo valor agregado
podem ser uma boa alternativa para minimizar os custos de producao deste
tipo de produto.

A avicultura brasileira vem ao longo dos anos obtendo resultados
favoraveis, com uma producdo em 2005 de 9.348,2 mil toneladas de carne de
frango, com consumo “per capita” de 35,76 kg, cerca de 8,5 % superior a 2004,
fazendo do Brasil o maior produtor e exportador de carne de aves.

A carne mecanicamente separada (CMSF) é obtida em grandes

quantidades na industria avicola, resultante do corte, desossa e limpeza



manual das carcagas. A estrutura éssea final, que ainda apresenta algum
residuo muscular ndo aproveitado na retirada dos cortes nobres, € o material
passivel de sofrer separagao por meios mecanicos. A CMSF é frequientemente
utilizada em embutidos processados como preenchimento e contribui para a
diminuicao no custo do produto final.

Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver
um hidrolisado protéico em po, a partir da hidrolise enzimatica de carne de
frango mecanicamente separada, um subproduto da industria avicola e com
quantidade apreciavel de proteina, o qual pode ser uma fonte econdmica para
a producgao destes hidrolisados . Analises fisico-quimicas e microbiolégicas, gel
filtracdo, analise de aminoacidos e ensaio bioldgico foram realizados a fim de
caracterizar o hidrolisado. Estes dados permitirdo saber em que tipo de dieta
este produto podera ser utilizado, ja que as formulas hidrolisadas utilizadas em
pacientes precisam ter caracteristicas distintas para determinado tipo de

doenca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas representam um importante grupo de enzimas
industriais. Elas tém uma ampla faixa de aplicagdes biotecnolégicas como a
producao de alimentos, detergentes, couro, hidrolisados protéicos e farmacos
(Al-shehri et al., 2004). Estas enzimas sao classificadas em endoproteases ou
endopeptidases, os quais hidrolisam ligagdes peptidicas interiores a cadeia
polipeptidica em ligagdes particularmente suscetiveis distribuidas ao longo da
cadeia, enquanto as exoproteases removem aminoacidos N ou C terminais
também pela hidrélise de ligagdes peptidicas (Clemente, 2000).

As proteases extraidas de reservas vegetais mais conhecidas séao a
papaina, bromelina e algumas queratinases. Estas possuem maior atividade
em faixas de pH entre 5 e 9 e sdo ativas em temperaturas acima de 70 °C. As
proteases mais conhecidas de fontes animais s&o a tripsina pancreatica, a
quimiotripsina, a pepsina e as reninas utilizadas tanto para composicdo de
meios de cultivo como para producdo de queijos. Podem variar bastante sua
faixa de pH 6timo e sua temperatura compreende a faixa de 30 a 50 °C. A
tripsina tem pouca aplicagdo na industria de alimentos, pois sua agao gera
proteinas hidrolisadas com elevado amargor (Rao et al., 1998).

As proteases bacterianas sao as mais importantes, comparadas com
as de animais e fungos. A maioria das proteases comerciais, principalmente as

neutras e alcalinas, sao produzidas pelo género Bacillus. Elas sao divididas em



dois grupos: o das neutro-alcalinas e o das alcalinas. No primeiro grupo a faixa
otima de pH esta inserida entre 5 e 8 e, geralmente, possuem baixa
termotolerancia. Neste grupo estdo as neutrases, as metaloproteases e as
serino-proteases que se diferenciam pelos agentes inibidores, aplicagdes
industriais e pelos ativadores enzimaticos. No segundo grupo estéo
compreendidas as proteases ativas em pH 10 ou maior, caracterizadas pelo
amplo espectro de afinidade por substratos. Sua temperatura 6tima esta em
torno de 60 °C e estas propriedades conferem a estas proteases boas
perspectivas para uso em industrias de detergentes (Rao et al., 1998).

Os mesmos autores comentam que as proteases fungicas possuem
grande diversidade e exibem grande espectro de afinidade por substratos, tal
como as bactérias. Possuem ampla faixa de pH, variando de 4 a 11.
Entretanto, possuem menor taxa de reagdo que as bacterianas e séao mais
termolabeis. Entre as proteases fungicas, as de maior interesse sao as

produzidas por fungos dos géneros Aspergillus oryzae e Rhizopus sp.

2.2 Importancia das proteinas nos alimentos

De acordo com Giese (1994), as proteinas sado componentes
alimentares nutricionalmente e funcionalmente essenciais. As proteinas sao
adicionadas aos alimentos como fonte de energia e aminoacidos ou como
ingrediente capaz de conferir ou modificar a aparéncia, a textura, o aroma e o
sabor.

As proteinas estdo amplamente distribuidas na natureza, porém
poucos alimentos contém proteinas com todos os aminoacidos essenciais,

como as de origem animal usadas como referéncia (ovo e leite). Os alimentos



de origem animal, como carnes, peixes, aves, leite, queijo e ovos, possuem
proteinas de boa qualidade, suficientes para torna-los melhores fontes de
aminoacidos essenciais. Entre os vegetais, as leguminosas sao as mais ricas
em proteina, contendo de 10 a 30 %, porém sao deficientes em metionina e
cistina. Os cereais possuem menor conteudo protéico, em torno de 6 % a 15 %
e sao deficientes em lisina (Oliveira & Marchini, 1998).

De acordo com Bobbio e Bobbio (1995), algumas proteinas de
origem vegetal, além de apresentarem deficiéncia em um ou mais aminoacidos
essenciais, podem também apresentar problemas nutricionais por estarem
acompanhadas de substancias téxicas ou de inibidores de enzimas
proteoliticas. Algumas plantas, por exemplo o feijdao e soja crus, possuem
componentes que inibem a tripsina intestinal e estimulam a secrecédo de mais
proteina pelo pancreas, produzindo assim, alteragdes metabdlicas que
resultam em redugao de crescimento (Oliveira & Marchini, 1998).

As proteinas simples sao compostas por cerca de 20 aminoacidos
dos quais nove sao considerados essenciais. Neste caso, a sintese efetuada
pelo organismo nao € suficiente para suprir as necessidades metabdlicas e
precisam ser fornecidos como uma parte da dieta. Sao classificados como
aminoacidos essenciais: histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano e valina (Oliveira & Marchini, 1998; Mahan,
2002).

Os requerimentos de aminoacidos essenciais sdo mais elevados
para recém nascidos, diminuindo consideravelmente em criancas acima de 12

anos e adultos. Isto reflete a importancia das proteinas para o crescimento, que



€ bastante intenso na infancia (Sgarbieri, 1996; Fennema, 2000). A Tabela 1
mostra as estimativas das necessidades de aminoacidos para criangas e

adultos.

Tabela 1: Recomendagdes em aminoacidos essenciais para criangas, pre-
escolares e adultos.

Aminoéacidos Bebés Criancas Criangas Adultos
(3-4 meses) (2 anos) (10-12 anos)

mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia

Histidina 28 - - 8-12
Isoleucina 70 31 28 10
Leucina 161 73 44 14
Lisina 103 64 44 12
Metionina e
cistina 58 27 22 13
Fenilalanina e
tirosina 125 69 22 14
Treonina 87 37 28 7
Triptofano 17 12.5 3.3 3.5
Valina 93 38 25 10
Total (exceto para
histidina) 714 352 216 84

Fonte: Adaptado de FAO/WHO/UNU (1985).

A auséncia ou a ingestdo inadequada de qualquer um destes
aminoacidos essenciais leva a balango negativo de nitrogénio, perda de peso,
crescimento prejudicado em bebés e criangas e sintomas clinicos. As
necessidades de proteinas e de cada aminoacido essencial reduzem-se

progressivamente com o aumentar da idade a partir da infancia, o que permite



0 uso de dietas com menor proporgao de aminoacidos essenciais em relagao

aos nao essenciais para adultos sadios (Waitzberg, 2001).

Os aminoacidos nao essenciais, alanina, acido aspartico,
aspargina, acido glutamico, glutamina, sao igualmente importantes para a
estrutura da proteina, entretanto, se quantidades adequadas de certos
aminoacidos nao essenciais nao estiverem presentes na hora da sintese de
proteina, podem ser sintetizados a partir de aminoacidos essenciais ou de
precursores de carbono e nitrogénio apropriados, prontamente sintetizados

nas células (Mahan, 2002).

2.3 Importancia da proteina hidrolisada

Proteinas hidrolisadas possuem um grande numero de propriedades
funcionais, que as tornam uma fonte atrativa para uso em nutricio humana,
tanto para fins médicos como para produtos de uso geral (Frokjaer, 1994).

De acordo com Lahl e Braun (1994), os critérios mais importantes
para a selecdo de proteinas em hidrolisados sdo o valor nutricional, custo,
sabor e alergenicidade. As proteinas mais comumente utilizadas em produtos
nutricionais s&o caseina, proteinas do leite e proteinas de soja.

Hidrolisados protéicos sao produzidos com diferentes propdsitos, ou
seja, para aumentar as propriedades funcionais ou produgcdo de pequenos
peptideos e aminoacidos, os quais sdo usados em muitos produtos como
agentes flavorizantes. Na forma desidratada, estes hidrolisados sao também
utilizados devido a sua facil digestibilidade, alta solubilidade em &agua, alto
conteudo protéico e longa vida de prateleira, quando na forma seca (Stanley,

1981; Pedersen, 1994).



Quanto a eficiéncia metabdlica na utilizagdo dos hidrolisados
parciais, comparados com 0s aminoacidos livres e proteina intacta, varios
estudos tém demonstrado que individuos normais absorvem igualmente
aminoacidos livres, hidrolisados parciais e a proteina intacta da dieta, enquanto
individuos com problemas digestivos e de absor¢cdo utilizam melhor os
peptideos (hidrolisados) quando comparados com as dietas de aminoacidos
livres. O problema relativo as dietas contendo apenas aminoacidos livres é a
elevada osmolaridade que age no sentido de dificultar a absor¢do dos
aminoacidos; ja as proteinas intactas sdo mal digeridas pelos individuos com
sindromes de mal absorgao e/ou problemas de digestao (Sgarbieri, 1996).

Os hidrolisados de proteinas usados em formulagdes nutricionais
sdo classificados em duas grandes categorias: proteinas hidrolisadas
parcialmente ou extensivamente. As parcialmente hidrolisadas possuem certa
proporcao de proteinas que sao ou intactas ou ligeiramente degradadas, com
peptideos entre 8000 e 20 000 Da e pequena fragdo de aminoacidos. Proteinas
extensivamente hidrolisadas sédo compostas, principalmente, por aminoacidos
livres e peptideos muito pequenos (Mahmoud, 1994; Maldonado et al., 1998). A
Tabela 2 mostra os principais usos dos hidrolisados protéicos na nutricao
humana.

De acordo com Cordle (1994), alimentos baseados em proteinas
hidrolisadas s&o uteis no controle de alergias alimentares. A alergia alimentar,
mais frequente em criangas e mais grave em adultos, € um problema de saude
com sintomas variando desde erupcdes cutaneas até processos anafilaticos

sérios que ameagam a sobrevivéncia do individuo. Proteinas extensivamente



hidrolisadas tém reduzido substancialmente a reatividade imunologica e sao
principalmente usadas em férmulas infantis hipoalergénicas. Estas férmulas
sao compostas, principalmente, por aminoacidos livres e peptideos muito
pequenos. Peptideos com peso molecular acima de 5000 Dalton ndo séao

encontrados em hidrolisados protéicos hipoalergénicos (Mahmoud, 1994)

Tabela 2: Dietas que utilizam hidrolisados protéicos na nutricdo humana.

Suplementacao protéica Uso clinico
Bebidas energéticas Fenilcetonuria
Produtos Geriatricos Formulas infantis hipoalergénicas
Nutricdo Esportiva Doengas crbnicas e agudas
Dietas para controle de peso Sindrome do intestino curto

Doenca de Crohn
Pancreatites

Colites ulcerativas

Fonte: Adaptado de Clemente, 2000.

Férmulas baseadas nas proteinas hidrolisadas e aminoacidos tém
encontrado uso clinico também nas dietas enterais. Estas formulas sao
ministradas as pessoas incapazes de ingerir adequada quantidade de alimento
na forma convencional. Schmidl et al. (1994), citam que as férmulas
hidrolisadas sao uteis na rapida recuperacéo pos-cirurgica € no tratamento de
pacientes que apresentam doengas ou condigcdes clinicas e fisiolégicas que
prejudicam o funcionamento do sistema digestorio, tais como: colite ulcerativa,
fibrose cistica, sindrome do intestino curto, fistulas, pancreatites, traumas
severos e doenca de Crohn. O conteudo de proteina ministrado nas féormulas

varia de 19 a 84 g/L. Na alimentacdo enteral da-se preferéncia a formulas
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poliméricas simples compostas por proteinas e peptideos, devido a excelente
absorgao gastrintestinal e baixa osmolaridade, sendo melhor utilizadas pelo
organismo do que as proteinas intactas ou os aminoacidos (Oliveira & Marchini,

1998).

2.4 Propriedades funcionais e fisico-quimicas das proteinas

hidrolisadas

Propriedades funcionais tém sido definidas como qualquer
propriedade de um alimento ou componente de um alimento, incluindo as
nutricionais, que influencie a sua aceitagéo e utilizagao (Sgarbieri, 1996).

As propriedades funcionais referem-se ao comportamento fisico ou
performance de proteinas em alimentos e refletem interacbes que sao
influenciadas pela composicdo de proteinas; sua estrutura e/ou conformacgao;
associagdes intermoleculares de proteinas e outros ingredientes de alimentos
(adgua, carboidratos, lipidios) e pela natureza do ambiente no qual estes sdo
medidos (Kinsella, 1977).

A avaliagao das propriedades funcionais é necessaria, pois ajuda a
industria de alimentos a selecionar a proteina certa para uma dada aplicacao
ou para definir qual proteina ou derivado pode ser substituida em determinadas
formulagdes alimenticias (Quaglia & Orban, 1990). Esta avaliagdo é estendida
também a alimentos hidrolisados utilizados em formulagcbes especiais, pois
estas propriedades afetam o processamento, a estabilidade de
armazenamento, qualidade organoléptica e a eficacia bioldgica e nutricional do

produto (Mahmoud, 1994).
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2.4.1 Solubilidade

Uma das mais importantes propriedades fisico-quimicas e funcionais
dos hidrolisados é a sua solubilidade sob uma ampla faixa de pH, temperatura,
concentracao de nitrogénio e condigdes ibnicas (Mahmoud, 1994).

A solubilidade de uma proteina depende do peso molecular e
conformacgao das moléculas, densidade e distribuicdo de cargas, temperatura e
concentracao de ions. De modo geral, a solubilidade € influenciada pela maior
ou menor afinidade das moléculas de proteinas pelo seu solvente (Sgarbieri,
1996).

Proteinas altamente soluveis podem ser necessarias em aplicagdes
nas quais emulsificacdo e formacao de biofilme sdo importantes; enquanto a
baixa solubilidade pode ser desejavel em aplicagbes com altos niveis de
proteina e quando limitada emulsificagdo ou interagcdes proteina-proteina sao
necessarias (Giese, 1994).

A solubilidade dos aminoacidos em agua é altamente variavel.
Adicao de acidos ou bases aumenta a solubilizacdo através da formacao de
sais. Prolina, hidroxiprolina, glicina e alanina sao extremamente soluveis, ja
cisteina e tirosina sdo menos soluveis em agua. Com isso, a extensdo da
solubilidade de aminoacidos em proteinas hidrolisadas €& diferente das

observadas para componentes individuais (Belitz, 2004).
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2.4.2 Osmolaridade

A osmolaridade €& definida como o acréscimo de particulas
osmoticamente ativas, em milimoles, dissolvidos em um kilograma de solvente.
A osmolaridade é uma importante caracteristica fisico-quimica de féormulas
nutricionais infantis e adultos (Waitzberg, 2001).

Solugbes de alta osmolaridade, isso €, produtos hipertdnicos ou
hiperosmolares podem atrair grandes quantidades de agua para dentro do
intestino, causando diarréias severas, possibilidade de desidratagcdo e
descontrole do balango eletrolitico, bem como podem induzir nauseas e
distensao abdominal (Mahmoud, 1994).

As formulas para uso geral tém osmolaridade entre 300 e 500
mOsm/kg, que ¢é semelhante a osmolaridade dos fluidos corpoéreos. A
osmolaridade das féormulas com alta densidade de nutrientes € maior, de 400 a
700 mOsm/kg. Ja as formulas hidrolisadas podem ter até 900 mOsm/kg de
agua (Mahan, 2002).

As dietas elementares ou monoméricas (compostas apenas por
aminoacidos livres), que possuem elevada osmolaridade, sao indicadas nas
deficiéncias graves digestivo-absortivas, porém, sempre que possivel, terdo
preferéncia dietas com moléculas mais complexas, como as oligoméricas

(parcialmente hidrolisadas) e as hiperprotéicas (Oliveira & Marchini, 1998),
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2.5 Carne mecanicamente separada de frango (CMSF)

Muitos fatores contribuiram para o crescimento do consumo da
carne de aves nos ultimos anos. A diminuicdo do custo de producdo e a
modernizagdo da tecnologia, fizeram com que produtos diferenciados que
utilizam a carne mecanicamente separada de aves como matéria-prima fossem
introduzidos no mercado atual (Méri et al., 2006).

Segundo Brasil (2000), entende-se por Carne Mecanicamente
Separada (CMS) a carne retirada a partir de ossos, carcagas ou partes de
carcagas, com excegcdo dos o0ssos da cabeca, submetidos a separacao
mecanica em equipamentos especiais - Maquinas de Separacdo Mecanica
(MSM), e imediatamente congelada, por processos rapidos ou ultra - rapidos,
quando ndo for utilizada no momento seguinte.

O alto teor de nutrientes, a elevada atividade de agua e o pH
proximo a neutralidade podem favorecer o desenvolvimento de microrganismos
contaminantes, originarios da propria ave ou de fontes externas. Entdo, devido
a sua composicao, estrutura fisica e pH elevado, a carne mecanicamente
separada € um produto altamente perecivel. Sua vida util é limitada pelo
desenvolvimento microbiano e oxidagao de lipideos (Hoffmann et al., 2002).

A carne mecanicamente separada pode ser adicionada aos
derivados de carne em niveis que variam de 20 a 60 %, o que possibilita
reducdo de custo. Quando no processamento da CMS, sdo respeitadas as
boas praticas fabricacdo, esta ndo apresenta riscos a saude humana. (Méri et

al., 2008).
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2.5.1 Qualidade microbioldgica

A qualidade microbiolégica da carne de frango é fundamental para a
saude publica, pois esta carne deve apresentar carga bacteriana baixa e
auséncia de Salmonella sp., microrganismo patogénico para o homem e
animais e que pode ser transmitido por alimentos (Branco et al., 2002).

A qualidade microbioldgica inicial da carne mecanicamente separada
esta diretamente relacionada com as condi¢des de higiene do processamento e
do grau de contaminacgao dos ossos processados. A limpeza e desinfecgdo dos
equipamentos e instalagdes da separacdo mecéanica devem ser efetuadas em
intervalo suficiente para garantir a higiene em cada turno da operagao,
segundo as boas praticas de manufatura (Brasil, 2000).

A analise de Salmonella sp., coliformes fecais, coliformes totais e
mesofilos em carcaca € usada no controle da qualidade dos produtos derivados
do frango. Estes microrganismos em alimentos processados evidenciam
contaminagao pds-sanitizagdo ou praticas de higiene aquém dos padrdes
indicados (Cardoso et al., 2000).

O método de contagem de microorganismos em placas € um método
geral, que pode ser utilizado tanto para contagem de grandes grupos
microbianos, como os aerdbios mesofilos, os aerdbios psicrotroéfilos, os bolores
e leveduras, como também para a contagem dos géneros Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Clostridium perfringens .

O grupo de coliformes totais inclui as bactérias na forma de
bastonetes Gram negativos, ndo esporogénicos, aerdbios ou anaerdbios

facultativos, capazes de fermentar a lactose com produgao de gas, em 24 a 48
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horas a 35 °C. O grupo inclui cerca de 20 espécies, 0s quais encontram-se
bactérias originarias do trato gastrintestinal como também diversos géneros e
espécies de bactérias nado entéricas. Sua presenga em alimentos &
considerada uma indicagcao util de contaminagdo pods-sanitizagdo ou pos-
processo, evidenciando praticas de higiene e sanificagdo aquém dos padrbes
requeridos para o processamento de alimentos (Silva et al., 1997).

A definicdo para o grupo de coliformes fecais € a mesma de
coliformes totais, porém, restringindo-se aos membros capazes de fermentar a
lactose com producdo de gas, em 24 h a 44,5 — 45,5 °C. A presenca de
coliformes fecais em alimentos informa sobre as condi¢des higiénico sanitarias.
A atual legislagdo, refere-se a coliformes fecais como termotolerantes
(ANVISA, 2001).

De acordo com a ANVISA (2001), para carnes de aves resfriadas “in
natura” ou congeladas a presenga de bactérias do género Salmonella sp,
implica em produto improprio para consumo ou potencialmente capaz de
causar toxinfecgao alimentar. No que diz respeito a “coliformes” a 45 °C ou
“coliformes termotolerantes”, o limite de tolerancia para a amostra indicativa é
de 10* e a tolerancia para amostra representativa € de m= 5x10° e M= 10*.

Técnicas padronizadas para a cultura de microrganismos sao
utilizadas para monitorar o conteudo microbiano de hidrolisados protéicos. A
industria deve fornecer um produto livre de microrganismos deletérios. Quando
o produto for utilizado em formulas parenterais, estes devem estar livres de

endotoxinas (Lahl & Braun, 1994).
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2.6 Formas de hidrélise protéica

As férmulas hidrolisadas comercialmente disponiveis no mercado
usam o tratamento térmico, hidrolises acidas, alcalinas ou enzimaticas, ou a
combinagdo de dois ou mais destes métodos (Kinsella, 1977; Adler-Nissen,
1977; Lahl & Braun, 1994).

A aplicagdo de tratamentos térmicos produz basicamente proteinas
de alto peso molecular desnaturadas, mas nao hidrolisadas. O uso de acidos e
alcalis requer neutralizagcdo posterior a hidrélise, o que conduz a altas
quantidades de sais em solugdo, ocasionando baixa qualidade nutricional dos

produtos (Clemente, 2000).

2.6.1 Hidroélise acida

Os hidrolisados protéicos mais comumente preparados por hidrélise
acida sao soja, gluten, caseina e leveduras. Estes hidrolisados tém distintivas
caracteristicas de flavour, os quais sdo remanescentes de carnes e sdo usados
em pacotes e enlatados para acentuar o sabor carneo (Kinsella, 1977).

Na hidrolise acida ocorre a decomposicdo do triptofano e pode
ocorrer a degradagao parcial da serina, treonina e cisteina, hidrélise de
ligacbes de amida nos aminoacidos aspargina e glutamina. A digestdo com
acidos fortes em condicdes extremas de processamento conduzem a

hidrolisados com baixa qualidade funcional e nutricional (Webster et al., 1982).
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2.6.2 Hidrdélise alcalina

A hidrdlise alcalina é utilizada ha muito tempo em diversos
processos industriais, como na obtengcdo da gelatina, eliminagdo de peliculas
externas dos produtos horticolas no preparo para enlatamento, inativacdo de
constituintes téxicos dos alimentos e desnaturagdo das proteinas nos
processos de fiagao e texturizacao entre outros (Sgarbieri, 1996).

A hidrdlise alcalina pode causar a racemizagdo como consequéncia
da reacdo de B-eliminagdo, com perdas totais ou parciais de diversos
aminoacidos como a cisteina, serina, treonina e lisina; hidrélise de amidas e
degradacao de arginina; formar ligagdes quimicas permanentes e substancias
téxicas como lisino-alanina, tornando a proteina indisponivel ao metabolismo

do organismo (Sgarbieri, 1996; Oliveira & Marchini, 1998).

2.6.3 Hidrélise enzimética

A hidrolise enzimatica tem sido usada para a modificagdo das
propriedades funcionais e nutricionais de proteinas alimentares. Estas
modificagdes sao desejaveis quando se quer aumentar a incorporagao de
proteinas em formulagdes especificas. Este tipo de hidrélise tem mostrado
aumento na solubilidade, nas propriedades emulsificantes e liberacdo de
peptideos biologicamente ativos de certas proteinas (Spellman et al., 2003).

A hidrélise enzimatica é desenvolvida sob condicbes brandas de
temperatura (40-60 °C) e pH (6-8), evitando extremos que sao utilizados,
geralmente para tratamentos quimicos e fisicos. Proteinas hidrolisadas

enzimaticamente contendo peptideos de cadeia curta, composicbes de
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aminoacidos caracteristico e tamanho molecular definido, sdo altamente
desejaveis para formulagdes especificas (Clemente, 2000).

A partir de refugos bovinos tais como figado, rimen e tecidos
parcialmente desengordurados, Webster et al. (1982) prepararam hidrolisados
protéicos com quatro enzimas diferentes na concentracdo de 2 % em
temperatura de 50 °C. O pH foi mantido constante durante o curso da
enzimdlise. A recuperagao de proteina soluvel ficou entre 45 até 85 % em
quatro horas de hidrolise. A papaina em pH 5,5 mostrou-se a mais efetiva de
todas as enzimas e a neutrase em pH 7,0 a menos efetiva. Todas as enzimas
menos a Alcalase em pH 8,5 foram eficientes na hidrélise do colageno. Este na
forma nao desnaturada mostrou-se resistente ao ataque enzimatico.

Suréwka e Fik (1992) hidrolisaram cabegas de frango jovens moidas
com uma protease de Bacillus subtilis , usando 0,2 % de enzima e adi¢cao de
75 % de agua. A temperatura e pH 6timos foram 55 °C e pH 7,0. A recuperagao
protéica alcangou 39,6 % e o hidrolisado em pé alcangou 78,1 % de proteina
total. Os mesmos autores, Surdowka e Fik (1994), utilizando agora Pepsina na
concentracao de 2,1 %, pH 1,5 e temperatura de 55 °C durante 5 horas,
obtiveram um hidrolisado com alta qualidade microbioldgica, sem amargor e
alto conteudo mineral.

Fonkwe & Singh (1996), utilizando residuos de carne
mecanicamente separada de peru, obtiveram recuperacédo protéica de 46 %,
usando proteina bruta (1,7 unidade/mg sélidos). O hidrolisado continha 78 %
de proteina e 5,7 % de gordura. A fragao nitrogenada consistia principalmente

de aminoacidos e pequenos peptideos com massa molecular menor que 6500
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Da, devido ao alto grau de hidrélise. O produto final apresentou baixa
viscosidade e capacidade emulsionante e boas quantidades de calcio, fésforo,
potassio e magneésio.

Nilsang et al. (2005) utilizaram um concentrado soluvel de peixe para
produzir um hidrolisado protéico, utilizando as enzimas industriais Kojizime e
Flavourzyme. As condicbes de hidrélise foram otimizadas usando a
metodologia de superficie de resposta. As variaveis estudadas foram
temperatura, tempo e concentracdo de enzima. As condi¢cbes de otimizagao
encontradas para Flavourzyme foram 50 LAPU/g proteina (LAPU: Unidades de
Leucina Aminopeptidase), 20 % (peso/peso), 45 °C e 6 horas. Para a enzima
Kojizime as condigdes foram: 40 LAPU/g proteina, 20 % (peso/peso), 50 °C e 6
horas. Kojizime aumentou a liberagdo de alguns aminoacidos amargos, tais
como o triptofano durante o processo de hidrdlise, ja com a enzima
Flavourzyme n&o ocorreu a liberacdo de aminoacidos amargos, por isso foi
escolhida para produgdo do hidrolisado em pé, o qual consistia de 66 % de

proteina.

2.7 Enzimas comerciais

2.7.1 Alcalase

Alcalase 2.4 L FG é uma protease bacteriana produzida por
fermentagcdo submersa através de uma cepa de Bacillus liqueniformis. O
principal componente enzimatico, Subtilisin A (Subtilisin Calsberg EC
3.4.21.14), é uma endoproteinase profusamente descrita na literatura. Sua

atividade declarada é de 2,4 AU/g (Unidades de Anson por grama), medida de
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acordo com o método DMC (Método Dimetil caseina). As condi¢des 6timas de
desempenho da Alcalase sdo temperaturas entre 55 e 70 °C, dependendo do

tipo de substrato e pH entre 6,5 e 8,5.
2.7.2 Flavourzyme

Flavourzyme € um complexo enzimatico com atividade
endopeptidases e exopeptidase associadas. E produzido por fermentacdo de
um selecionado tipo de Aspergillus oryzae e seu pH 6timo esta na faixa de 5,0
a 7,0. A temperatura 6tima esta em torno de 50 °C. Flavourzyme pode ser
usada para remog¢ao do amargor de hidrolisados protéicos a baixos graus de
hidrolise. Sua atividade declarada é de 500 LAPU/g (Unidade Leucina
Aminopeptidase). Um LAPU/g é o acréscimo de enzima que hidrolisa 1 mmol
de L-leucina-p-nitroanilida por minuto de acordo com o método analitico da

Novo Nordisk (1996).

2.8 Formacéao do sabor amargo

O tratamento enzimatico de varias proteinas de alimentos resulta
num sabor amargo devido a formacéo de peptideos de baixo peso molecular,
compostos principalmente de aminoacidos hidrofébicos. E importante salientar
que os peptideos que causam amargor sao produtos naturais da clivagem de
ligacdes peptidicas nas proteinas (Adler-Nissen, 1977; Saha & Hayashi, 2001).

Segundo Ney apud FitzGerald & O’Cuinn (2006), a medida do
amargor esta relacionada com a hidrofobicidade média do peptideo. A
hidrofobicidade do peptideo (Q) foi calculada através da energia livre de

transferéncia das cadeias de aminoacidos do etanol para a agua. Peptideos
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com valores de hidrofobicidade (Q) maiores que 1400 calorias por mol e massa
molecular menores que 6000 Da exibem amargor. Ja, peptideos com valores
de Q menores que 1300 calorias por mol e massa molecular maior que 6000
Da podem nao ser amargos. Peptideos menores que 6000 Da tendo um alto
conteudo de leucina, prolina, fenilalanina, tirosina, isoleucina e triptofano séao,
provavelmente, amargos.

A adicdo de polifosfatos e peptideos com altos teores de acido
glutdmico tém sido utilizados para mascarar o sabor amargo dos hidrolisados
protéicos. A adigao de gelatina também pode resultar em efeito similar. Tem-se
sugerido também que altas concentragdes de glicina, um aminoacido com leve
sabor, pode ser utilizado para mascarar o sabor amargo (Stanley, 1981; Kilara,
1985).

O amargor de peptideos isolados €& geralmente avaliado
sensorialmente usando um grupo de pessoas que sao treinadas em um painel
sensorial. Isto é feito por comparacao do hidrolisado protéico com uma solugéo
padrdo amarga como solugdes de sulfato de quinino (Saha & Hayashi, 2001).

Os tratamentos com separagao seletiva, tratamento com carvao
ativo, filtros de fibra de vidro e aplicagdo de exopeptidases sao técnicas de
remogao de peptideos amargos que também retiram a cor dos hidrolisados. O
uso de exopeptidases reduz o amargor, porém conduz a um produto final
altamente hidrolisado, consistindo de aminoacidos livres e pequenos peptideos,
com isso, tendo uma alta osmolaridade o qual pode limitar o uso destes

produtos (Kilara, 1985; Pedersen, 1994).
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A remocdo do amargor dos hidrolisados por reagdes de
transpeptidagao, como a “reacao da plasteina”, também representa outra forma
potencial de remover o amargor (Saha & Hayashi, 2001; Fitzgerald & O’Cuinn,

2006).

2.9 Secagem

A desidratacdo ou secagem €& um método importante de
conservagao de alimentos. A redugdo do volume, do peso e a maior
estabilidade dos produtos desidratados reduz, consideravelmente, os custos de
transporte, distribuicdo e estocagem.

A secagem por spray-drier € um dos varios métodos de converséo
do produto liquido em p6, que tem sido vantajoso pelo facil manuseio e
aumento da estabilidade (Hamid et al., 2002). Atualmente, uma grande
variedade de alimentos € seca por atomizacédo, desde produtos lacteos como
leites, iogurtes, queijo e soro de queijo, até manteiga, agucares, adogantes e
proteinas diversas.

Na secagem por atomizagdo, € importante controlar a temperatura
do spray-drier para prevenir a caramelizagdo de carboidratos residuais ou a
formacédo de reacbes de Mailard. Quando operados de maneira adequada,
estes equipamentos nao atingem temperaturas de pasteurizagdo e nao

ocasionam qualquer depreciagao do produto final (Lahl & Braun,1994).

2.10 Avaliagcdo da qualidade nutricional de proteinas

Os organismos animal e humano necessitam de quantidades

determinadas dos diferentes nutrientes essenciais ou indispensaveis. Portanto,
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a primeira estimativa do valor nutritivo de um alimento ou de uma dieta deve
ser feita com base no conhecimento da composicado quimica, portanto da
proporcao e das quantidades em que os diferentes nutrientes estdo presentes
(Sgarbieri, 1987).

A qualidade nutricional de uma proteina esta relacionada a sua
capacidade de satisfazer as necessidades do ser humano, de promover
crescimento normal em criangcas e manutencdo dos adultos (Oliveira &
Marchini, 1998)

A qualidade da proteina pode ser avaliada por métodos quimicos,
biolégicos e microbiolégicos. O escore quimico compara a composi¢gao de
aminoacidos de uma proteina ou dieta com a de uma proteina de referéncia,
geralmente a albumina do ovo, considerada de alta qualidade por proporcionar
crescimento maximo num animal em desenvolvimento (Waitzberg, 2001).

Os métodos bioldgicos baseiam-se no ganho de peso e na retengao
de nitrogénio em ensaios com animais experimentais, alimentados com dietas
que contenham a proteina em estudo (Fennema, 2000). A vantagem dos
meétodos biologicos € que se esta determinando, em Uultima analise, a
biodisponibilidade dos nutrientes diretamente para a espécie usada no teste de
alimentacgao (Sgarbieri, 1987).

Quanto mais baixo o escore quimico ou o valor biolégico de uma
proteina, maior a quantidade desta proteina € necessaria para equilibrar o
balago nitrogenado. Experimentalmente existem evidéncias de que algumas
dietas enterais a base de soja sejam inferiores a da caseina em qualidade

protéica, necessitando da complementacdo de aminoacidos limitantes,
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notadamente cisteina, triptofano e treonina. Uma alternativa para corrigir um
baixo valor biologico é a adicdo de metionina em dietas enterais a base de
proteina de soja, principalmente para recém-nascidos (Waitzberg, 2001).

A qualidade da proteina pode ser medida também por meétodos
como a taxa de eficiéncia protéica (PER- Net Protein Ratio), que mede a
habilidade de uma proteina para promover o crescimento em ratos. Este
meétodo, subestima o valor de proteinas de plantas, especialmente aquelas
deficientes em aminoacidos sulfurados, visto que animais usados em ensaios
possuem requerimentos maiores (~50%) para estes aminoacidos quando
comparados aos humanos (Castro et al., 2000).

Um método alternativo a PER é a taxa de proteina liquida (NPR), o
qual estima a proteina usada ambas para o crescimento e para a manutengao ,
pela inclusdo de um grupo experimental recebendo dieta livre de proteina
(Sgarbieri, 1996).

Os métodos microbiologicos determinam a qualidade das proteinas
com base na disponibilidade de seus aminoacidos essenciais. O microrganismo
€ cultivado em um meio contendo, como unica fonte de nitrogénio, a proteina
teste ou uma proteina de referéncia, normalmente a caseina. A comparacgéao do
crescimento nos dois meios, expressa em porcentagem, permite avaliar a
qualidade da proteina. Os principais microrganismos utilizados sé&o

Tetrahymena pyrigormis e Streptococcus zymogenes (Hernandéz et al., 1996).
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2.11 Planejamento experimental e otimizagéo de processos

O planejamento experimental € baseado em principios estatisticos
onde os pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de
informagdes uteis, fazendo um numero minimo de experimentos. Os métodos
utilizados sao ferramentas poderosas com os quais varios objetivos especificos
podem ser alcangcados. Podem-se fabricar produtos com melhores
caracteristicas, diminuir o tempo de seu desenvolvimento, aumentar a
produtividade de processos, minimizar a sensibilidade de produtos as variacdes
de condi¢cdes ambientais e assim por diante (Neto et al., 2001).

A metodologia do planejamento fatorial, associada a analise de
superficie de resposta, € uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica,
que fornece informagdes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo
que envolve técnicas de tentativas e erro (Rodrigues & lemma, 2005). A
metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma importante ferramenta no
processo e na obtengdo de um produto. E uma colecdo de dados
experimentais e técnicas de otimizacdo que permitem ao experimentador
determinar a relagdo entre a resposta e as variaveis independentes (Eren &
Kaymak-Ertekin, 2007).

Atualmente, a MRS tem sido amplamente aplicada para diferentes
propositos em processos quimicos e bioquimicos. Alguns exemplos de
aplicagbes da MRS utilizadas para realizagdo de processos bioquimicos sao:
hidrolises de substratos, sintese enzimatica de ésteres graxos, producido de
proteases alcalinas por Bacillus mojavensis em bioreator entre outros. RSM

nao é usada somente para otimizagcdo, mas também para determinacédo de
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constantes cinéticas e investigacdo da estabilidade e cinética de enzimas (Bas
& Boyaci, 2007).

Os métodos utilizados independem da natureza do problema a que
sao aplicados. Eles servem para estudar reagdes quimicas, sistemas
bioldgicos, processos mecanicos e também varrer todas as possiveis escalas
de interesse, desde uma reagcdo em bancada até um processo industrial

operando em larga escala (Neto et al., 2001).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instala¢Ges e reagentes utilizados

Os experimentos de hidrolise, analises microbiologicas e demais
ensaios foram realizados no laboratério de Biotecnologia. As analises
bromatoldgicas foram realizadas no laboratério de Bromatologia, ambos
localizados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

Os reagentes quimicos utilizados nos experimentos estavam

disponiveis nos laboratorios.

3.2 Producdao de protease por Bacillus

A primeira etapa do projeto de pesquisa teve como objetivo a
producao de protease por duas cepas de Bacillus, pertencentes a bacterioteca
do BIOTECLAB, ICTA/UFRGS, denominados BL 53 (Bacillus circulans) e BL 13
(Bacillus sp.). Os microorganismos foram isolados do meio aquatico da regiéo
da Amazoénia. Apenas a cepa BL 53 ja havia sido identificada em trabalhos
anteriores, através de métodos bioquimicos e morfolégicos por dois
laboratorios  independentes ambos  certificados  (Departamento  de
Microbiologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS e
Fundacgao Tropical, Campinas, SP, Brasil).

O meio inicial usado para a producdo da protease possuia como
principal fonte de carbono o extrato soluvel de fibra de soja (obtida como

residuo industrial nas plantas de producdo de proteina isolada de soja),
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suplementado com a adicao de NaNO3; como fonte de nitrogénio e outros sais.
Foram testados mais dois meios, tendo como fonte de carbono amido e
glicose, respectivamente. A Tabela 3 , mostra a composi¢gdo dos meios de

cultivo utilizado para a produgao de protease.

Tabela 3: Composi¢ao do meio de cultivo para producao de protease.

Meio com soja (g/L) Meio amido/glicose (g/L)
Extrato soluvel de soja 30 Amido/ glicose 20
NaNO3 5 Peptona 5
K2 HPO4 5 Extrato delevedura 5
MgSO,. 7H,0O 0,2 MgSO,. 7H,0 0,2
Na,CO3 5 K2HPO4 1,0
- - CaCl, 0,02

Fonte: Adaptado de Al-shehri et al., 2004.

O extrato soluvel de soja foi obtido colocando-se uma quantidade de
fibra de soja em copo de Becker de 1L. Neste conteudo foi adicionado agua
destilada na propor¢cao 1:6 e o material foi autoclavado. O conteudo foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 500 mL e colocados em placa agitadora
a 250 rpm por 30 min sob temperatura ambiente até a completa solubilizacao.
A mistura foi centrifugada (Hitachi Himac CR 21 E-Japao) a 10.000g por 15
minutos a temperatura de 4 °C. O sobrenadante (extrato) foi recolhido, filtrado e
posteriormente utilizado como fonte de carbono no meio de cultura para
producao de protease.

A producdo da enzima foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250

mL contendo 50 mL do meio de cultivo, ajustado a pH 7,0. O in6culo foi
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preparado com os meios citados anteriormente e inoculado com as cepas de B.
circulans BL 53 e Bacillus sp. BL 13. Seguiu-se a padronizagado do indculo e
este foi adicionado ao meio , incubado em agitador orbital a 37 °C e 100 rpm
por um periodo de 96 horas. Amostras foram coletadas em intervalos de

tempos de 24 horas e submetidas a analise da atividade proteolitica.

3.3 Determinacéo da atividade proteolitica

Para analisar a atividade das enzimas comerciais e da enzima
produzida por Bacillus em laboratério, foi realizado o ensaio com azocaseina,
adaptado por Sarath et al. (1989). Esta técnica baseia-se na deteccédo de
peptideos coloridos de baixo peso molecular solubilizados mediante hidrélise,
apos precipitagdo por centrifugagdo de grandes fragmentos de azocaseina. Em
tubos de microcentrifuga contendo 250uL de uma solugédo-substrato com 2%
de azocaseina em tampao fosfato de sédio 0,05 M e pH 7,0, adicionou-se 150
uL de enzima em diferentes concentragdes. A mistura foi incubada em banho-
maria a 40 °C +/- 0,2 °C por 40 minutos e, no final deste periodo, adicionou-se
acido tricloroacético a 10 % em cada tubo. Para cada concentragdo enzimatica
preparou-se um branco, misturando, nesta ordem, enzima, TCA e substrato
azocaseina. Apos 15 minutos necessarios para a completa precipitacdo dos
fragmentos de azocaseina, centrifugaram-se os tubos a 14.000 rpm por 5
minutos. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para um tubo de ensaio contendo
1 mL de hidroxido de sédio 1,0 M. A absorbancia foi lida a 440 nm em
espectrofotometro “Hitachi” modelo U-1100. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir,

em cubetas de 1cm, a variagdo de uma unidade na absorbancia sob as
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condigdes do método. Este ensaio foi realizado em duplicata para todas as

enzimas.

3.4 Otimizagé&o do processo de hidrolise

A otimizagcdo da hidrolise enzimatica foi realizada usando
planejamento central composto 2% com trés pontos centrais e seis pontos
axiais, totalizando 17 experimentos. As trés variaveis estudadas foram
temperatura (T °C), pH e concentragédo da enzima (E).

Neste trabalho foram utilizadas duas enzimas comerciais, Alcalase
2.4 L FG e Flavourzyme cedidas pela empresa Novozymes Latin América Ltda.
Suas formulagdes comerciais encontram-se na Tabela 4. Os parametros
utilizados para cada variavel foram selecionados de acordo com os dados
constantes na literatura cientifica. Ressalta-se que as enzimas nao possuiam

dados referentes ao tratamento enzimatico em produtos carneos.

Tabela 4: Enzimas comerciais utilizadas nos ensaios de hidrélise da carne
mecanicamente separada de frango.

Enzima Formulacdo  Origem Fabricante

Alcalase 24 L FG Liquida bacteriana Novozymes Latin América LTDA

Flavourzyme 500 L Liquida fungica  Novozymes Latin América LTDA

O modelo experimental é representado por uma regressao

polinomial de segunda ordem, onde y denota o indice de hidrélise, como
mostrado na Eq (1):

9:bo +b1X1 +b2X2 +b3X3 +b12x1x2

1)
+b13X1X3 +b23X2X3 + bll)(l2 + b22)<22 +b33Xf§ (
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Onde, y é a resposta predita, x, X,, € X, S&80 as variaveis
independentes, b, é um termo externo, b, b,, e b, sdo efeitos lineares e b,
b,, b;, b,, b, € b, sdo as interacdes entre os efeitos.

Os fatores foram codificados de acordo com a Eq (2).

X, =—! 2)

Na Eq (2), x, € o valor codificado e X, & o valor real da variavel
independente, X, € o valor real do ponto central e AX, € o espacamento entre

as variaveis. O software Statistica 5.0 (Statsoft, USA) foi usado para analises
graficas e de regressao dos dados. A analise estatistica do modelo foi realizada
pela analise de variancia (ANOVA). A variancia explicada pelo modelo é dada
pelo coeficiente de determinacdo, R?. A Tabela 5 mostra os valores das
variaveis reais e codificadas utilizadas no planejamento para as enzimas

Alcalase e Flavourzyme.
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Tabela 5: Variaveis reais e codificadas utilizadas no planejamento experimental
para a hidrolise enzimatica de CMSF.

Variaveis Reais Simbolo Variaveis Codificadas
-1,68 -1 0 +1 +1,68
T? X4 30 38 50 62 70
pH Xy 55 63 75 87 9,5
pH X2 45 51 60 69 7,5
Concentracédo de enzima X3 0,5 1,3 25 3,7 45
(%)

X2* - Variavel real para a enzima Alcalase
X2** - Variavel real para a enzima Flavourzyme
? Valores utilizados para ambas as enzimas.

3.5 Preparacao da matéria-prima para analise

A CMS foi recebida mensalmente durante o periodo de ensaio,
congelada em lotes de 8 kg totalizando cinco lotes. De cada lote recebido
foram retiradas, assepticamente, amostras para a realizagdo das analises
fisico-quimicas e microbioldgicas.

Os lotes recebidos foram preparados para posterior hidrélise
conforme segue: a CMS era previamente descongelada e pesada em béquer
de 500 mL e este material foi suspenso em igual quantidade de agua destilada.
Esta suspensdo de CMS em agua foi processada em aparelho homogeinizador
do tipo moinho de vibragdao coloidal “PUC-Vikostator” modelo JV-14, por
aproximadamente cinco vezes, até ser obtida uma suspensdao fina e
homogénea. O material foi guardado em recipientes de 500 mL e congelado.

As amostras foram descongeladas de acordo com os ensaios realizados.
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3.6 Hidrdélise enzimética

A amostra foi descongelada sob refrigeracdo e submetida a um
tratamento térmico, a 85 °C por 15 minutos, em banho-maria, com a finalidade
de desnaturar as proteinas facilitando o ataque enzimatico. O pH foi ajustado
com NaOH 1,0M ou HCI 1,0 M, de acordo com o planejamento experimental.
Depois de ajustado o pH, a amostra retornava para o banho-maria a fim de
atingir a temperatura de trabalho. Em seguida, o material foi distribuido em
frascos Erlenmeyer de 250 mL e as enzimas foram adicionadas nas
respectivas concentragbes, de acordo com o planejamento, em fungdo da
atividade enzimatica medida pelo método de Sarath et al. (1989).

Utilizou-se para os experimentos de hidrélise um banho-maria
metabdlico “Marconi” do tipo Dubnoff com agitagdo mecanica horizontal fixada
em 200 rpm. N&do houve ajuste do pH durante o curso da hidrolise. Retiraram-
se amostras de aproximadamente 1mL no tempo zero e a cada 20 minutos
totalizando 2 horas de hidrolise. As amostras eram retiradas e colocadas em
tubos de microcentrifuga e imediatamente colocadas em banho-maria a 90+
0,3 °C por 10 minutos visando inativar a enzima. Apos atingirem a temperatura
ambiente, os tubos eram centrifugados por 10 minutos a 14 000 rpm em
microcentrifuga “Eppendorf’ modelo 5410 e submetidos a analise de proteina
soluvel pelo método de Lowry et al. (1951). A Figura 1 mostra o fluxograma da
producgao do hidrolisado protéico em p6. As etapas de concentragao e secagem

foram realizadas apds a otimizagao da hidrélise na producéo do hidrolisado.
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Figura 1: Fluxograma da produg¢ao do hidrolisado protéico.

3.7 Analise de proteina soluvel

Para determinar a quantidade de proteina soluvel contido nas
amostras utilizou-se o0 método descrito por Lowry et al. (1951). O principio do
método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido
fosforico (reagente de Folin-Ciocalteau), que sofre uma redu¢do quando reage
com proteinas, na presenga do catalisador cobre (Il) e produz um composto
com absor¢cdo maxima em 750 nm. Esta redugdo ocorre através das cadeias
laterais de alguns aminoacidos (tirosina, triptofano, cisteina, aspargina e
histidina), que contribuem com quatro elétrons, ou através da retirada de dois
elétrons de cada unidade tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, que é
facilitada pela formacao do quelato entre o cobre (Il) e peptideos/proteinas
(Zaia et al.,1998). A principal vantagem deste método € a sua alta sensibilidade
e, por isso, tem sido utilizado para a determinacdo da concentragcdo de

proteinas totais em diversos meios.
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Feitas as diluigdes necessarias, as determinagdes de proteina
soluvel de cada ponto foram realizadas em duplicata. A absorbancia foi medida
em espectrofotdbmetro (Ultroespec 3100, Amersham Bioscience) a 750 nm.
Uma curva padrao foi preparada diariamente com soroalbumina bovina em

concentracdes na faixa de 0 a 0,5 mg/mL.

3.8 Determinacgéo do indice de hidrélise
A determinagédo do indice de hidrolise foi obtida de acordo com a

equagao (3):

Psz B P51
PH

IH = (3)

Onde P, é o maximo valor de proteina soluvel P, € o valor inicial
de proteina soluvel no sistema, antes da adicdo da enzima e P,, é a

quantidade de proteina total na carne mecanicamente separada de frango
homogeneizada, determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990).

O maximo valor de proteina soluvel foi verificado pelas curvas de
hidrélise e a eficiéncia de recuperacido protéica foi obtida pela comparacao
deste valor com o valor de proteina no substrato (CMSF homogeneizada)

segundo Soares et al. (2000).

3.9 Producéo do hidrolisado protéico em p6

O hidrolisado protéico foi produzido em bioreator “Biostat” (B.Braun,
Germany) com tanque encamisado com capacidade para 8 litros. A hidrdlise foi

realizada com a enzima Alcalase 2.4 L FG, o qual foi otimizada através do



36

planejamento experimental. As condigdes de hidrélise foram: T de 50 °C, pH
8,0 e concentragao da enzima de 2,0 %, durante 2 horas. A amostra nao
passou por tratamento térmico anterior a hidrélise a 85 °C, como ocorreu no
processo de otimizagdo, pois 0 volume de amostra era muito grande,
dificultando a uniformidade do tratamento. Um ensaio foi realizado em menor
escala para medir a proteina soluvel em ambos 0s processos, com e sem
tratamento. Os resultados mostraram que nado houve grande diferenca na
solubilizacao protéica (Apéndice 1).

Apos a hidrélise, a amostra foi submetida a um tratamento térmico,
em autoclave a 90 °C por 20 minutos, a fim de inativar a enzima presente. O
hidrolisado foi centrifugado por 10 minutos a 8000 g em centrifuga (Sorvall RC-
5B, Du Pont Instruments, USA). A autoclave foi utilizada apenas para inativar a
enzima utilizando somente o calor, sem pressao.

Determinou-se a quantidade total de sdlidos (extrato seco) no
hidrolisado bruto. O material foi submetido a concentragcdo em rotavapor
(Laborota Heidolph 400, Germany), até alcangar a quantidade de solidos
necessaria para secagem.

O processo de secagem foi realizado em planta-piloto da empresa
Solae Company, localizada em Esteio, RS. Para tal, utilizou-se spray-drier de
bancada da marca Mini Spray Drier Buchi B 191 (Suiga). A Figura 2 ilustra o
spray-drier utilizado no processo de secagem.

As condicbes de secagem otimizadas foram: Temperatura de
entrada do ar de secagem: 160°C, temperatura de saida: 97-100 °C, volume de

ar: 700 L.h", vazdo de produto; 160 mL.h™!, bico atomizador: 1,0 mm. Ao
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produto concentrado foi adicionado 5 % de maltodextrina, como veiculo

adjuvante de secagem e 1 % de carbonato de calcio como antiumectante.

Fonte: Adaptado por Fernandéz-Pérez et al. (2004).

Figura 2: Dispositivos do Spray-drier: (1) Entrada de ar de secagem, (2)
sistema de aquecimento, (3) bomba peristaltica, (4) ciclone, (5),
atomizador, (6) controlador interno de temperatura, (7)
controlador externo de temperatura, (8) coletor de produto, (9)
compressor de ar, (10) camara de secagem, (11) sistema de
aspiragao.

3.10 Analises microbioldgicas

As amostras de carne mecanicamente separada recebidas foram
submetidas a analises microbiolégicas para verificar a contaminagao total da
matéria-prima, da carga de coliformes totais e fecais, através do método do
numero mais provavel e da presenca de bactérias do género Salmonella sp.

Analisou-se também a carga microbiana presente no hidrolisado protéico em
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po, com o objetivo de verificar se os processos envolvidos contribuiram para a
reducao dos niveis de contaminagao.

As analises para presenca de coliformes foram realizadas seguindo
a metodologia descrita por Silva et al. (1997) e a pesquisa de Salmonella foi

realizada seguindo as recomendacgdes de Brasil (1992).

3.10.1 Contagem total de microrganismos

Na contagem padrao em placas, utilizou-se o meio de cultura agar
padrdao para contagem (PCA). Para cada diluicdo foram feitas placas em
triplicata, incubando-se a 35 °C por 48 horas. As unidades formadoras de
coloénias foram contadas nas placas de mesma diluigdo que apresentaram
entre 25 e 250 colbnias. O resultado foi expresso em unidades formadoras de

colénias por grama de amostra (UFC/g).

3.10.2 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de

coliformes totais e fecais

A estimativa do numero mais provavel (NMP) esta baseada na
diluicdo desta amostra e posterior inoculagéo das diluicdes em tubos de ensaio
contendo meio liquido apropriado. Os resultados sao confrontados com a
tabela do numero mais provavel que considera o numero de tubos positivos e
as diluigdes sucessivas, expressando-se os resultados em NMP por grama de
amostra.

No teste presuntivo, buscou-se detectar a presenca de
microrganismos fermentadores de lactose utilizando-se os caldos “Caldo

Lactosado” e/ou “Caldo Lauril Sulfato Triptose”, tendo a lactose como unica
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fonte de carbono. Apds incubacdo por 24/48 horas a 35 °C, consideraram-se
positivos os tubos com producdo de gas. A partir dos tubos positivos,
realizaram-se os testes confirmativos para coliformes totais e termotolerantes.
Para o teste de coliformes totais utilizou-se o “Caldo Verde Brilhante Bile 2 %”,
que, além de inibir a flora acompanhante indica o desenvolvimento de bactérias
do grupo coliformes. Incubou-se a 35 °C por 48 horas. Para a determinagao de
coliformes termotolerantes utilizou-se o meio seletivo para E.Coli, o Caldo E.C,
com incubacéao por 24 horas a 45,5 °C, em banho-maria. Consideraram-se os
tubos positivos os que apresentaram produg¢ao de gas no seu interior.

A partir dos tubos positivos em caldo E.C, foi realizado o teste
confirmativo para E.coli. Cada tubo positivo foi plaqueado em “Agar EMB” e
incubado a 35 °C por 24 horas para posterior observagao de col6nias tipicas de
E.coli. As colbnias tipicas caracterizam-se por apresentarem centro preto, com
ou sem brilho metalico. Duas col6nias bem isoladas de cada placa foram
passadas para tubos de ensaio com Agar padrdo para contagem (PCA)
inclinados e incubados a 35 °C por 24 horas. A partir das culturas puras em
PCA, foi realizada a coloragao de Gram e estas foram inoculadas nos meios

Indol, VM, VP e Citrato para realizagao de provas bioquimicas.

3.10.3 Investigacado de Salmonella sp.

A presenca de Salmonella foi determinada em 25 gramas ou mL de
amostra sob analise, no minimo. O resultado positivo foi interpretado
considerando o risco potencial que apresenta, o que significa impropriedade ao

consumo do produto em questao.
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O material sofreu pré-enriquecimento com agua peptonada
tamponada 1%, necessaria para recuperagcao das células injuriadas durante
processamento ou conservagao. Incubou-se a 35 °C por 24 horas. Seguiu-se o
enriquecimento seletivo em caldos “Selenito Cistina” e “Rappapot Vassiliadis”
que favorecem a multiplicagdo de Salmonellas e ao mesmo tempo inibem e
restringem o crescimento de outros microrganismos. Incubou-se a 42,5 °C por
24 horas.

O isolamento, por meio de plaqueamento, foi realizado utilizando os
meios Agar Verde Brilhante, “Agar Hektoen”, todos incubados a 35 °C, por 24
horas. Por fim, fez-se a triagem das col6nias suspeitas de Salmonella
incubando-as por 24 horas a 35 °C nos meios “Agar TSI” e “Agar LIA”
inclinados. A seguir, efetuaram-se as provas bioquimicas complementares de
identificacdo exigidas pela legislacdo vigente. O resultado foi expresso como

“presenca” ou “auséncia” de Salmonella nas amostras analisadas.

3.11 Andlises fisico-quimicas

3.11.1 Umidade

A umidade foi realizada pelo método de dessecacdo em estufa a
105 °C para a amostra de carne in natura, segundo normas do Instituto Adolfo
Lutz (AL, 1985).

A umidade foi realizada através do método de Bidwel-Sterling, para
as amostras homogeinizadas e para o hidrolisado bruto. A determinacao de
umidade foi feita por processo de destilagdo com tolueno, de acordo com as

normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL,1985).
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3.11.2 Proteina

O teor de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl,
empregando-se o fator 6,25 para a conversao de nitrogénio em proteina

(AOAC, 1990).

3.11.3 Gordura

Determinada pela extracdo continua com éter de petroleo em

aparelho de Soxhlet (AOAC, 1995).

3.11.4 Carboidratos

Obtidos por diferenca entre 100 e a soma dos resultados obtidos

para umidade, cinzas, proteina e gordura.

3.11.5 Cinzas

Obtida por incineragdo em mufla a 550 °C, de acordo com as

normas do instituto Adolfo Lutz (IAL,1985).

3.11.6 Fibras

Determinado pelo método acido detergente, segundo AOAC (1990).

3.11.7 Aminoécidos

A analise de aminoacidos foi realizada pelo Instituto de Tecnologia
de Alimentos, ITAL (Campinas, Sdo Paulo). Pesou-se equivalente a 25mg de
proteina da amostra e hidrolisou-se com 10 mL de HCL 6,0 N, a vacuo,a uma

temperatura de 110 °C por 22 horas. A amostra foi recuperada em diluente pH
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2,2 (marca Pickering). Uma aliquota de 25 pL foi injetada no analisador Dionex
DX 300 para separagcdao dos aminoacidos, em coluna de troca idnica e reagao
pos-coluna com ninidrina, usando-se como referéncia solugdo padrdao de
aminoacidos Pierce (Sparkman et al., 1958). A anadlise de triptofano foi

realizada de acordo com Spies (1967).

3.12 Avaliagéo nutricional do hidrolisado protéico

Para o calculo de alguns parédmetros nutricionais, como
digestibilidade e quociente de eficiéncia liquida de proteina (NPR) foi realizado
ensaio biologico utilizando ratos Wistar machos recém-desmamados (21 dias
de idade), obtidos do Biotério Central da UFRGS. Trés grupos compostos por 6
ratos cada , escolhidos de forma aleatéria, foram utilizados. O primeiro grupo
foi alimentado com uma dieta controle , utilizando-se caseina como proteina de
referéncia. O segundo grupo foi mantido em dieta aprotéica e ao terceiro grupo
foi fornecida racdo com a proteina hidrolisada. O ensaio foi realizado por um
periodo de 10 dias, onde os animais ficaram em gaiolas individuais. Os animais
permaneceram em uma sala com temperatura de 20-22 °C com ciclos de 12 h
de luz e 12 horas de escuro. Agua e racédo foram oferecidas ad libitum.

As dietas experimentais foram preparadas segundo Reeves et al.
(1993), com 10 % de proteina e estdo apresentadas na Tabela 6. As
quantidades de proteina foram calculadas em fungcdo do conteudo total de
proteina na caseina e proteina hidrolisada utilizadas nas dietas. Todos os
animais receberam ragcao composta por caseina durante um periodo de
adaptacao de dois dias antes do inicio do ensaio. As fezes dos animais foram

coletadas a cada dois dias durante o periodo de ensaio, secas a temperatura
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ambiente e apds foram dessecadas em estufa, trituradas e o conteudo de

nitrogénio foi analisado pelo método de Kjeldhal (AOAC,1990).

Tabela 6: Composicdo das dietas experimentais utilizadas durante ensaio
bioldgico.

Ingredientes Padrdo Caseina Grupo Aprotéico Grupo Teste
Proteina 11,869 - 17,10g
Sacarose 10g 10g 10g
Oleo de Soja 79 79 79
Fibra (celulose) 59 59 59
Mistura Mineral 3,59 3,59 3,59
Mistura Vitaminica 1,09 1,09 1,09
L-cistina 0,39 - -
Bitartarato de 0,259 - -
colina
Terbutil 0,0014q 0,00149 0,0014g
Hidroquinona
Amido 61,089 73,509 56,409

3.12.1 Digestibilidade

A digestibilidade verdadeira foi determinada segundo Sgarbieri

(1996) e expressa de acordo com as equacoes (4) e (5):

(4)

Dv =100 (Wj

NI

Com
NFa = NF — NFe (5)
nas quais,

Dv é a digestibilidade verdadeira (%);

NFa € o nitrogénio fecal de origem alimentar (g);
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NFe é o nitrogénio fecal de origem enddgena (g);

NI € o nitrogénio ingerido (g);

3.12.2 Quociente de eficiéncia liquida de proteina (NPR)

A NPR foi calculada de acordo com a equagao (6), segundo

Sgarbieri (1996):

Ganho Peso (g) Gl + Perda Peso (g) Gl
Proteina Consumida(g)

NPR = (6)

onde : Gl ¢é a dieta protéica e GIl ¢é a dieta aprotéica.

3.12.3 Eficiéncia de alimento, utilizacdo de alimento, utilizacao

de proteina.

Os calculos para a eficiéncia de alimento, utilizagdo de alimento e
proteina foram obtidos a partir dos resultados do ensaio bioldégico, como
mostrado abaixo, segundo Sogi et al. (2005):

Eficiéncia de alimento = Ganho de peso (g) / alimento ingerido (g);

Utilizagdo de alimento= alimento ingerido (g)/ ganho de peso (g);

Utilizagao de proteina= proteina ingerida (g)/ ganho de peso(Q);

3.12.4 indices de digestibilidade protéica corrigida pelos

escores de aminoacidos (PDCAAS)

Os valores de PDCAAS foram determinados como propostos pela

FAO (1985), usando o requerimento de aminoacidos essenciais para criancas
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de 2 a 5 anos como padrdao e considerando os indices de digestibilidade
verdadeira obtida nos ensaios biologicos.

PDCAAS= [(mg de aminoacidos essenciais (" em 1g de proteina
teste)/(mg de aminoacidos essenciais'” em 1 g de proteina de referencia®)] *
digestibilidade verdadeira

Onde:

™ aminoacidos essenciais para humanos,

@ requerimentos para criangas de 2 a 5 anos.

3.13 Gel filtracéo

A etapa de gel filtragdo do hidrolisado foi realizada em duas colunas:
Sephadex G 100 (Amersham Bioscience) e Sephadex G 25 (Amersham
Bioscience), ambas com volume de leito de 97 mL (1,5 x 55 cm). Em Sephadex
G100 os seguintes paréametros de separagao foram aplicados: volume da
amostra 2,0 mL (1,147 mg.mL™" de proteina), eluente tampéo fosfato 0,1 M a
pH 7,0, fluxo de eluicdo 0,35 mL.min"' e fracdo coletada de 3,0 mL. Apds a
passagem em G-100, as fragées de numeros 10 a 25 (30 a 75 mL de eluigéo)
foram coletadas e liofilizadas para posterior utilizacdo na mesma coluna
empacotada com a resina Sephadex G 25 (Amersham Bioscience). Os
parametros de separacao utilizados em G-25 foram: volume da amostra 1,5 mL
(0,915 mg.mL™" de proteina), fluxo de eluigdo 2,5 mL.min™", fragdo coletada de
3,0 mL e eluente tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0. As fragdes foram coletadas em
um coletor de fragées (Modelo “2128 Fraction Collector”, Bio-Rad, Laboratories)
e analisadas em espectrofotémetro (Ultroespec 3100, Amersham Bioscience) a

280 nm. Os padrdes de pesos moleculares utilizados para Sephadex G 100
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foram: BSA, (67000 Da); Ovoalbumina, (45000 Da); Inibidor de Tripsina,
(21000 Da); Citocromo C, (12000 Da); Triptofano, (204 Da). Para o gel filtragao
do hidrolisado em Sephadex G 25 os seguintes padroes foram utilizados:

Citocromo C, (12000 Da); Insulina humana (5807 Da) e Triptofano (204 Da).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéao de protease por Bacillus

Os primeiros ensaios realizados utilizando extrato soluvel de soja
como fonte de carbono para a producéo de protease foram insatisfatorios, ndo
ocorrendo crescimento do microrganismo. Este mesmo meio foi suplementado
com extrato de levedura e peptona, porém os resultados também nao foram
significativos.

Os meios suplementados com amido e glicose, como fonte de
carbono, tiveram resultados satisfatérios para a atividade proteolitica. As
maiores atividades foram verificadas com o B. circulans BL 53, onde os valores
atingiram 9,25 U.mL™", em 72 horas , utilizando amido como fonte de carbono e
22,11 U.mL", em 50 horas , utilizando glicose. As Figuras 3 e 4 mostram as
atividades enzimaticas (U.mL™), obtidas para os microrganismos B. circulans

BL 53 e Bacillus sp. BL 13 , em meio amido e glicose, respectivamente.
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Figura 4:

48

‘T_I 9 a ®o—— O
£
oD [ |
T B - I/ [
g %
~g o ° n
-N \.
C 3 |
(O}
()
©
©
S
s O T T T T T T T T T T T T T T T T
< 0 12 24 36 48 60 72 84 96

tempo (horas)

Atividade enzimatica de culturas de Bacillus circulans BL 53(-e-)
e Bacillus sp. BL 13 (-m-) em meio contendo amido.

N
(&)}
J

Ne
S

N
o
1 "

[
N

—
(&)
1 "

(&)
1 .

Atitvidade enzimatica (U.mL™)
o

O T T T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96

tempo (horas)

Atividade enzimatica de culturas de Bacillus circulans BL 53 (-e-) €
Bacillus sp. BL 13 (-m-), em meio contendo glicose.



49

Muitas bactérias pertencentes ao género Bacillus excretam grandes
quantidades de enzimas no meio de cultura. A protease Subtilisin Calsberg, é
excretada no meio por um tipo de Bacillus licheniformis ou B. pumilus no
comeco da fase estacionaria (Mabrouk et al., 1999). As proteases produzidas
por Bacillus spp., incluindo B.subtilis e B.firmus s&o o mais importante grupo de
enzimas que estdo sendo exploradas atualmente (Yang et al., 2000).

Segundo Yang et al. (2000) a producao de uma protease de Bacillus
subtilis usando residuos de crustaceos como fonte de carbono em pH 6,0,
temperatura de 30 °C e trés dias de cultivo alcancou atividade de 20,2 U.mL™".
A protease foi purificada e teve um rendimento total de 18 %, alcangando uma
atividade especifica de 39,4 U/mg de proteina. Os resultados obtidos neste
projeto com B. circulans BL 53, em meio contendo glicose (22,11 Um.L™") foram
superiores aos encontrados pelo autor acima citado. Al-Shehri et al. (2004),
utilizando Bacillus licheniformis em meio de cultivo caseina obteve uma
producdo maxima de 221 U.mL™" depois de 36 horas de cultivo em pH 8,0 e
temperatura de 50 °C.

As enzimas comerciais sao enzimas produzidas com
microrganismos de reconhecida atividade proteolitica, como a enzima Alcalase,
produzida por Bacillus licheniformis. Além disso, sdo enzimas que passaram
por processos de purificacdo, o que aumenta a atividade proteolitica. Nao
existem literaturas citando as linhagens de BL como produtoras de protease e,
neste projeto, foi realizada somente a andlise da atividade enzimatica. Com

isso, para uma futura utilizagdo destes microrganismos como proteases, sao
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necessarios estudos mais detalhados, os quais ndo cabem no projeto em
questao.
De posse destes resultados, decidiu-se optar em nao utilizar as

proteases das linhagens BL e concentrar-se apenas nas enzimas comerciais.

4.2 Planejamento experimental da hidrélise enzimatica

Embora muitos fatores afetem o rendimento dos hidrolisados, o tipo
de enzima tem efeito marcante nas propriedades do produto final. Das duas
enzimas utilizadas, a Alcalase obteve melhores rendimentos. A Tabela 7
mostra os tratamentos realizados, as variaveis codificadas e o indice de
hidrélise (IH) para as enzimas testadas.

Para Alcalase, os coeficientes de regressdo mostram que
temperatura (x1), pH (x2) e concentragdo de enzima (x3) tiveram efeitos lineares
e quadraticos nos valores do indice de hidrolise. Nenhuma interagao entre os
parametros foi observada. Para a enzima Flavourzyme, pH n&o teve efeito
linear nos valores do indice de hidrolise, porém teve efeito quadratico.
Interagdes entre as variaveis foram observadas somente entre a temperatura e
concentracdo de enzima. Apds a eliminagdo dos fatores com p>0,05, as
equagdes obtidas para o IH com as enzimas Alcalase e Flavourzyme estéo

representadas nas Eq.(7) e Eq.(8), respectivamente:

§ =0,751+0,0236,+0,0115X,+0,0304 x,-0,0227 x; -0,00838X;-0,0471x; (7

§ =0,549+0,0181x,+0,0159 X, +0,00537 X,x,-0,0145x{-0,0108x;-0,0135%; gy
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Tabela 7: Planejamento Experimental para a hidrélise enzimatica de CMSF.
Tratamentos Variaveis codificadas® Alcalase Flavourzyme

X1 X, X2 X3 IH IH
1 -1 -1 -1 0,608 0,497
2 +1 -1 -1 0,692 0,512
3 -1 +1 -1 0,654 0,497
4 +1 +1 -1 0,713 0,523
5 -1 -1 +1 0,642 0,498
6 +1 -1 +1 0,732 0,540
7 -1 +1 +1 0,685 0,507
8 +1 +1 +1 0,736 0,549
9 0 0 0,750 0,553
10 0 0 0,760 0,552
11 0 0 0 0,750 0,547
12 -1,68 0 0 0,663 0,466
13 +1,68 0 0 0,686 0,539
14 0 -1,68 0 0,702 0,509
15 0 +1,68 0 0,728 0,517
16 0 0 -1,68 0,520 0,460
17 0 0 +1,68 0,691 0,551

X1, Xz, Xo', X3 representam a temperatura, pH para Alcalase, pH para
Flavourzyme e concentragdo de enzima, respectivamente.
®X,, Xo'- Possuem as mesmas variaveis codificadas.

Os resultados da analise de varidncia (ANOVA) para o indice de
hidrolise da Alcalase e Flavourzyme demonstraram que o modelo é significativo
no intervalo de pontos em que foi estudado, ja que os valores de F para
Alcalase e Flavourzyme, respectivamente, (8,77 e 10,44) foram maiores que o

valor de F tabelado (3,22), ao nivel de 95 % de significancia. Os coeficientes de

determinacdo (R? de 0,840 para Alcalase e R? de 0,862 para Flavourzyme),
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asseguram um ajustamento do modelo quadratico aos dados experimentais e
indicam que 84 % e 86,2 % da variagéo total pode ser explicada pelo modelo.
O Apéndice 2 mostra os resultados obtidos pela analise de variancia das duas
enzimas.

A validacado dos resultados do modelo foi feita pela resolugao das
equacbes 7 e 8, obtendo-se valores preditos de 0,760 para alcalase e 0,560
para Flavourzyme, que quando comparados com os valores experimentais
(0,734 para alcalase e 0,550 para Flavourzyme) indicaram que o modelo é
valido para o intervalo estudado (Apéndice 3). As figuras 5 ,6 e 7 mostram as
superficies de resposta e contorno para a enzima Alcalase e as figuras 8, 9 e
10 mostram as superficies de resposta e contorno para a enzima Flavourzyme,
respectivamente.

As Figuras 5, 6 e 7 mostram os efeitos das variaveis temperatura,
pH e concentracdo da enzima sobre o indice de hidrolise. Através das
superficies de contorno, pode-se analisar melhor a condigdo de trabalho
estabelecida. A regido vermelha indica a faixa 6tima de trabalho para a
temperatura, o qual esta entre 50 °C a 65 °C, o pH esta entre 7,0 e 9,5 e a
concentracao da enzima entre 2,0 € 4,0 %. O maior valor para o indice de
hidrdlise foi alcangado nas seguintes condi¢des: temperatura de 50 °C, pH 7,5

e concentragao de enzima de 2,5%.
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Temperatura ( ° C)

(b)

Figura 5: Superficie de resposta (a) e contorno (b) para a obtencdo do
indice de hidrolise (IH) utilizando a enzima Alcalase: Interacao
entre pH x T (°C).
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Concentragdo de Enzima

Temperatura ( ° C)

(b)

Superficie de resposta (a) e contorno (b) para a obten¢do do
indice de hidrolise (IH) utilizando a enzima Alcalase: Interacao
entre T (°C) x (E).
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Concentragao de Enzima

5.5 6.3 7.5 8,7 95

pH
(b)
Figura 7: Superficie de resposta (a) e contorno (b) a para obtengao do

indice de hidrdlise (IH) utilizando a enzima Alcalase: Interacao
entre (E) x pH.
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Figura 8: Superficie de resposta (a) e contorno (b) para a obtencdo do
indice de hidrélise (IH) utilizando a enzima Flavourzyme:
Interacdo entre pH x T (° C).



57

Concentragdo de Enzima

Temperatura ( ° C)

(b)

Figura 9: Superficie de resposta (a) e contorno (b) para a obtengdo do
indice de hidrolise (IH) utilizando a enzima Flavourzyme:
Interacao entre T(° C) x (E).
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Concentragdo de Enzima

Figura 10: Superficie de resposta (a) e contorno (b) para a obtencéo do indice
de hidrolise (IH) utilizando a enzima Flavourzyme: Interagdo entre
(E) x pH.
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Para a enzima Flavourzyme as superficies de contorno também
evidenciaram a regido 6tima de trabalho (Figuras 8, 9 e 10). As faixas de
trabalho para a enzima Flavourzyme foram: temperatura entre 50 °C até 65 °C,
pH de 5,0 a 7,0 e a concentragao da enzima de 2,0 a 4,5%. O maximo indice
de hidrodlise foi obtido a temperatura de 50 °C, pH 6,0 e concentracdo de
enzima 3,5%.

A faixa 6tima de temperatura sugerida pelo fabricante das enzimas
(Novo Nordisk, 1996) para a enzima Alcalase é: temperatura de 55-70 °C e pH
entre 6,5-8,5. Para a enzima Flavourzyme a faixa de trabalho indicada é de
temperatura de 50-55 °C e pH entre 5,0 a 7,0. Os valores 6timos podem variar
com a utilizacdo de diferentes substratos. Os resultados encontrados na
otimizacao estdo de acordo com os citados pelo fabricante, ja que as faixas
otimas para as duas enzimas encontram-se dentro dos intervalos acima
citados.

O aumento da concentragdo de enzima até 4 % resultou em maiores
valores de indice de hidrolise e proteina soluvel. Para concentragdes de
enzima maiores, observou-se um sensivel decréscimo. Este fato pode ser
explicado pela possivel inibicdo da hidrdlise de proteinas pela presenca de
produtos ou pela clivagem total de todas as ligagdes peptidicas disponiveis
(Shahidi et al.,1995). Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por
Diniz & Martin (1998), trabalhando com proteina de musculo de tubarao, que
observaram um decréscimo nos valores de recuperacgao protéica e do grau de
hidrélise com valores de enzima/substrato acima de 4% (p/p). Rebeca et al.,

(1991), trabalhando com hidrolisado de peixe e utilizando as enzimas Protease,
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Pescalase 500 e HT-Proteolitico também observaram que com o aumento da

concentracao de protease o aumento de nitrogénio soluvel foi diminuido.

4.3 Eficiéncia de recuperacdo protéica

Alcalase e Flavourzyme sdo proteases que possuem atividades de
endoproteases e de endo e exoproteases, respectivamente. Em proteinas
hidrolisadas, aplicacbes de endoproteinases sdo dominantes (Nilsang et al.,
2005).

O procedimento de hidrolise resultou em boa solubilizagdo do
substrato utilizado. A Figura 11 mostra as curvas de proteina soluvel, para
ambas as enzimas, obtidas no ponto central do planejamento experimental. O
Apéndice 4 mostra os valores de proteina soluvel e indice de hidrolise para os
demais tratamentos realizados. As curvas de hidrélise foram caracterizadas por
aumento na solubilizagdo até, 60 minutos, tempo no qual grande numero de
ligacbes peptidicas foi hidrolisado. A solubilizagdo foi estabilizando
gradativamente e alcangou a fase estacionaria onde n&o ocorreu hidrolise
aparente, apos duas horas. Moreno & Cuadrado (1993) sugerem que esta
tendéncia das curvas de hidrélise podem ser atribuidas ao decréscimo das
ligacbes peptidicas disponiveis para a hidrdlise, diminuicdo da atividade
enzimatica e/ou inibicdo por produto. Esta sensivel diminuigdo da solubilizagcéo
pode ocorrer também devido a uma agregacao e precipitagdo dos peptideos

formados com consequente reducado na quantidade de proteina soluvel.
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Figura 11: Curvas de proteina soluvel (g/L) a temperatura de 50 °C,
concentragédo de enzima de 2,5 % e pH 7,5 para Alcalase (-m - ) e
pH 6,0 para Flavourzyme (-e-) . As curvas sao as meédias da
triplicata do ponto central.

Rebeca et al. (1991) citam que a manutencao estavel do pH durante

o processo de hidrolise mediante a adicao de NaOH previne a queda do pH e

resulta em solubilizacdo mais rapida e duradoura. Nos experimentos realizados

para a otimizacdo do processo de hidrdlise, ndo houve a manutencao do pH e

os valores de pH finais medidos, situaram-se em torno de 6,4. Este fato pode

ter contribuido para a rapida solubilizagao da proteina, visto que apdés 60 min
houve decréscimo na solubilizagao protéica, o que poderia nao ter acontecido
se fosse feita a manutengao do pH de trabalho.

A enzima Alcalase alcangou 89 % de recuperagao protéica e a
enzima Flavourzyme obteve recuperagao protéica de 66,5 %. Os resultados de

solubilizacao protéica foram satisfatérios, quando comparados com a literatura.

Sales et al. (1991), utilizaram as enzimas Alcalase, Neutrase, Papaina e
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Pepsina para a extragdo da proteina do residuo de carne de frango separada
mecanicamente. A reacgao foi conduzida a 50 °C, e o pH constante em 8,0 para
Alcalase e 7,5 para Papaina. A Alcalase foi aplicada nas concentragdes de 2,5
% e 5 % e a Papaina em 0,7 % e 1,5 % sobre o substrato contendo 8 % de
proteina. O hidrolisado obtido com Alcalase obteve rendimento de 80,1 % na
concentragao de 2,5 %, sendo que nédo houve aumento significativo a 5 %. A
enzima Papaina obteve rendimento de 83 %, e aumento significativo quando se
dobrou a concentragao. O produto final apresentou teores elevados de glicina,
valina e alanina. Os autores sugeriram o uso deste hidrolisado para pessoas
com dieta restrita de aminoacidos aromaticos.

Soares (1998) usando Alcalase isoladamente e uma combinagao de
Alcalase + Flavourzyme, a 0,6% de adicao de enzima, pH 7,0 e temperatura de
50 °C, obteve recuperagcédo em torno de 62 % de proteina solubilizada. Quando
este mesmo autor usou 1,20 % de enzima, os resultados foram mais eficientes:
Alcalase alcangou 66,4% e a combinacao Alcalase + Flavourzyme alcangou
69,6 % de proteina solubilizada.

Nilsang et al. (2005) produziu um hidrolisado soluvel de peixe com
Flavourzyme a 45 °C e concentragéo de enzima de 5 % e o p6 produzido apds
atomizacao continha alto conteudo de proteina (66%). Com isolados de soja,
Adler-Nissen (1976) conseguiu 65-75% de proteina solubilizada usando
Alcalase a 55 °C, pH 8,0 e concentragédo de enzima 2%.

A solubilidade da proteina depende de varios fatores como peso
molecular e conformagdo das moléculas, densidade e distribuicdo de cargas

pH e temperatura, forgca ibnica e constante dielétrica do solvente. As proteinas
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sdo em geral mais soluveis em pHs baixos (acidos) ou elevados (basicos)
devido ao excesso de cargas positivas ou negativas a esses pHs. Excesso de
cargas de mesmo sinal produz repulsdo das moléculas, que contribui para sua
maior solubilidade (Sgarbieri, 1996). Tratamentos alcalinos podem induzir ao
excesso de cargas negativas nas cadeias peptidicas, produzindo repulsao
entre as moléculas, conduzindo entdo a maior hidratagcdo. Aquecimentos
desnaturam parcialmente a proteina e as cadeias peptidicas podem abrir-se,
permitindo maior hidratacdo. Entretanto, a combinacdo de ambos os
tratamentos contribui para a maior solubilidade da proteina do musculo e
aumenta a sua extragao (Xia et al., 2007).

Segundo Mahmoud (1994), o aumento da solubilidade é benéfico na
confecgdo de férmulas infantis hipoalergénicas e em outros produtos
nutricionais contendo hidrolisados aonde acucares redutores, como
maltodextrinas, sdo necessarios para controlar a osmolaridade.

Embora a otimizacédo tenha fornecido bons resultados para ambas
as enzimas testadas, a Alcalase foi escolhida para a produg¢ao do hidrolisado
de CMSF pela sua maior eficiéncia de recuperagdo protéica quando
comparada a enzima Flavourzyme. As condi¢bes usadas para a produgao do
hidrolisado foram: temperatura de 50 °C, pH 8,0 e concentracdo de enzima de
2,0 %. A porcentagem de enzima foi reduzida para minimizar o custo, porém, o
valor utilizado situa-se dentro da faixa 6tima encontrada no planejamento

experimental.
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4.4 Avaliacdo da contaminag¢&o microbiologica

A carne mecanicamente separada de frango utilizada neste trabalho
apresentou, de maneira geral, carga microbiana total, determinada pela
contagem padréo em placas, inferior ao reportado por Surowka & Fik (1992). A

Tabela 8 apresenta as analises realizadas nos lotes recebidos.

Tabela 8: Resultado das analises microbioldgicas dos diferentes lotes de CMSF
recebidos.

Andlises Microbiologicas 1%ote  2°lote de 3°lote de 4°Ilote de 5° lote de
CMS CMS CMS CMS CMS

Contagem padrdo em
placas (PCA) a 35 °C 2,67x10*  4,11.10* 3,21.10* 1,27.10* 2,95.10*
(UFC/g amostra)
Coliformes totais (NMP) >2400/g 150/g 460/g 460/g 460/g
Coliformes fecais (NMP)  >2400/g 150/g 93/g 460/g 150/g
E.coli (confirmativo) + + + + +

Presenca de Salmonella sy ausente ausente ausente ausente ausente

Considerando-se que a legislagdo em vigor da ANVISA (2001),
utiliza o plano de amostragem, a comparacdo dos resultados foi realizada
utilizando-se a legislagao de Brasil (1997), o qual utiliza a metodologia do
numero mais provavel. De acordo com esta legislagdo, o limite maximo
estabelecido para coliformes fecais é de 5.10° NMP/g para produtos carneos
crus resfriados sendo considerado improéprio para consumo. Entre 100 e 500
NMP/g o produto é considerado como condicdes higiénicas insatisfatérias. De
acordo com a legislagao, apenas o primeiro lote excedeu o valor maximo. Os

demais lotes, com excecado do 3° podem ser considerados como condi¢des
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higiénicas insatisfatorias, confirmando que a CMSF n&o possui uma qualidade
microbiologica aceitavel.

Para a pesquisa de Salmonella sp., todos os lotes testados
apresentaram resultado negativo, de acordo com ANVISA (2001), indicando
que este material poderia ser destinado ao consumo humano, porém de acordo
com a analise para coliformes as condi¢cées higiénicas sao insatisfatorias,
necessitando de um melhor controle na sanitizacdo. Hoffmann et al. (2002),
avaliando a qualidade microbiolégica de CMS e carcagas de frango, nao
detectaram Salmonella, descartando a possibilidade desta ser uma fonte de
contaminagao. Quando a positividade do resultado é confirmada, a justificativa
pode ser dada pela introdu¢do no abatedouro de aves ja contaminadas, pelas
deficiéncias em instalagdes e precarias condigdes de higiene durante o abate,
como agua, manipulacdo das carcagas, que facilitam a proliferacido destes
microrganismos, refletindo desta maneira na contaminagao da matéria-prima.

Avaliando a qualidade microbiolégica de carnes de aves
mecanicamente separadas, Ostovar et al. (1971) determinaram que a
contaminacdo do material imediatamente apds a separagdo era de 3,25.10°
UFC/g e de 40 coliformes fecais/g de amostra. A conservagao por doze dias a
3 °C proporcionou um aumento na contagem total de microrganismos
alcangando o valor de 9,32.10° UFC/g, enquanto a quantidade de coliformes
fecais permaneceu constante. Quando o produto foi armazenado a -15 °C,
observou-se uma reducdo na quantidade de microorganismos totais e de
coliformes fecais. Somente seis das 54 amostras foram contaminadas com

bactérias do género Salmonella sp.
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Suréowka & Fik (1992) citam que as preparagdes protéicas podem
ser um bom meio nutriente para os microrganismos, sendo de fundamental
importancia que estes produtos tenham elevada qualidade microbiologica. Os
resultados experimentais indicaram que as condi¢gdes de hidrolise empregadas
e os tratamentos térmicos, sucessivamente, podem ter auxiliado na redugao da
contagem microbiana nos varios estagios de produg¢ao do hidrolisado.

Na amostra submetida a secagem em spray-drier, ocorreu a
eliminacgao total de bactérias do grupo coliformes. Estes resultados estdo de
acordo com Soares (1998) e Surowka & Fik (1994). A Tabela 9 mostra os

varios estagios da produc¢ao do hidrolisado.

Tabela 9: Contagem microbiana em varios estagios na produgdao do
hidrolisado.

Contagem microbiana

CMS Apos Apos inativacao Apos
hidrolise” da enzima** secagem
Contagem padrdgoem  2,84.10°  3,3.10° - 1,3.10*
placas (PCA) a 35°C
(UFC/g amostra)
Coliformes Totais (NMP)  460/g 4/g - -
Termotolerantes (NMP) 150/g <3/g - -
Salmonella sp. negativo n.d n.d negativo

*50°C,pH8.0,2h **90 °C, 20 min, n.d= ndo determinado

Em relagdo a contagem padrdo em placas, houve um decréscimo
apos a hidrolise e ndo houve contagem apods a inativagado, porém os valores
para contagem em placas aumentaram para o produto seco. Isto pode ser

devido ao aparelho de secagem, no qual os dispositivos eram lavados apenas
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com agua, a manipulagdo do produto na retirada do frasco coletor também
pode ter acarretado aumento na contagem e a prépria contaminagao ambiental
podem ter sido fatores que contribuiram para o aumento deste valor.

A contagem padrao feita em PCA, um meio nao seletivo, indica o
crescimento de qualquer tipo de microrganismo, bactérias, leveduras, algumas
formas esporuladas entre outros. Esta tem sido usada como indicador da
qualidade higiénica dos alimentos, fornecendo também idéia sobre seu tempo
util de conservacdo. A deterioragdo de alimentos pode ser causada pelo
crescimento de microorganismos que levariam a alteragdes organolépticas. A
maioria dos alimentos apresenta, nimeros de microrganismos superiores a 10°
UFC/g de alimento, quando alteragdes organolépticas sao detectaveis.
Entretanto, ha aqueles alimentos em que sdo necessarios 10’ ou até mesmo
10® UFC/g de alimento para que se notem alteracdes (Franco & Landgraf,
1996).

De acordo com a ANVISA (2000), os limites estabelecidos para
administragcado de nutricdo enteral sdo os seguintes: microrganismos aerobios
mesofilos menor que 10° UFC/g, Bacillus cereus menor que 10° UFC/g, E.coli
menor que 3 UFC/g e bactérias do género Salmonela sp. devem estar
ausentes. O hidrolisado obtido mesmo estando livre da contaminagao por
Salmonella sp. e por bactérias do grupo coliformes, ndo poderia ser ministrado
como alimento enteral, de acordo com a legislagéo, ja que obteve contagem
microbiana acima do limite. A necessidade de melhor controle na sanitizagao

de todas os equipamentos utilizados para a obtencdo do produto,



68

principalmente o de secagem, pode fazer com que este produto alcance melhor
qualidade microbioldgica.

Avaliando a qualidade microbiolégica em preparagdes enterais em
um hospital, onde 20 amostras de dietas enterais industrializadas foram
analisadas, Lima et al. (2005), encontraram valores de coliformes totais e
E.Coli acima dos limites fixados pela ANVISA (2000), indicando alta
representatividade diante dos limites estabelecidos. Estes produtos devem
estar livres de contaminagdo, devido aos riscos que podem causar em
pacientes submetidos a ingestdo destas féormulas, tais como diarréias, vomitos,
distencdo abdominal, colonizacdo do trato grastintestinal podendo causar

infeccao e sepsemia.

4.5 Avaliagdo bromatoldgica da matéria-prima e do hidrolisado
em po

A Tabela 10 apresenta os resultados das analises bromatologicas
realizadas nos lotes de CMSF recebidos durante os ensaios de hidrolise. As
analises foram feitas em duplicata e estdo representadas em base umida.

A carne mecanicamente separada apresentou quantidade de
proteina média de 11,83% e 20,21 % de gordura. De acordo com Brasil (2000),
a CMS deve apresentar no minimo 12% de proteina e no maximo 30% de
gordura. Na literatura foram encontrados valores para CMS variando de 9,3 -
14,5 % de proteina e 14,4 - 27,2 % de gordura, sendo a matéria prima pescogo

e dorso de frango, respectivamente (Froning, 1981).
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Tabela 10: Resultados das analises bromatologicas realizadas nos lotes de
CMSF utilizados no experimento.

Analises 1° |ote 2° lote 3° lote 4%ote 5%ote Média
fisico- CMS (%) CMS (%) CMS (%) CMS (%) CMS (%) (%)
guimicas
Umidade 68,92 60,99 60,62 65,73 62,00 63,65
Proteina 10,62 11,36 11,94 11,73 13,54 11,83
Gordura 17,67 22,40 19,45 20,25 21,29 20,21
Cinzas 0,77 0,81 0,76 0,85 0,71 0,78
Fibra 0,26 0,57 0,46 0,51 0,51 0,46
pH 6,69 6,57 6,47 6,75 6,53 6,60

Extrato seco 31,08 39,01 39,38 34,27 38,00 36,34

O hidrolisado em pé obtido possui em torno de 58 % de proteina.
Estes valores estdo de acordo com outros trabalhos que relatam quantidades
de proteinas na faixa de 45-85 %, trabalhando com CMSF e cabecas de frango
(Sales et al., 1991; Surdowka & Fik, 1994, Soares et al., 2000). A Tabela 11
apresenta a composi¢ao da carne mecanicamente separada e do hidrolisado
protéico em po.

O conteudo de lipidios no hidrolisado, apés centrifugacao, foi
grandemente reduzido quando comparado com as amostras de carne
mecanicamente separada. Segundo Nilsang et al. (2005), a maior parte dos
lipidios podem ter sido excluidos junto com proteinas insoluveis no processo de
centrifugacédo. O baixo conteudo de lipidios pode aumentar a estabilidade de

armazenamento do produto.
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Tabela 11: Composicao da carne mecanicamente separada de
frango (CMSF) e do hidrolisado protéico em pé.

Composicéo (%) CMSF? Hidrolisado Protéico”
Umidade 63,65 6,92
Proteina® 11,83 57,88
Lipidios® 20,21 0,95
Cinzas® 0,78 34,25

#Valores sdo médias das analises em quintuplicata

®Valores incluindo 5 % de maltodextrina usada na secagem do
hidrolisado ao valor das cinzas. Média das analises em duplicata

“Valores em base Umida.

O rendimento médio do produto atomizado ficou em torno de 13,7 %.
O baixo rendimento pode ser devido as perdas do produto na camara de
secagem, onde a maior parte do material ficou impregnada. As caracteristicas
finais do hidrolisado consistiam de um leve odor de frango, cor marrom clara e
alta higroscopicidade.

O processo de secagem por atomizacdo é empregado por varias
razdes, porém, pode causar alguma reducdo na qualidade do produto final.
Hamid et al. (2002) estudando a qualidade nutricional de uma proteina
hidrolisada de Tilapia, utilizaram duas temperaturas de secagem : 150 °C/76 °C
e 180°C/90 °C (entrada/saida). Os autores verificaram que a maior temperatura
usada ocasionou decréscimo no conteudo de todos os aminoacidos analisados;
lisina e treonina tiveram decréscimos de 62,2% e 56,3%, respectivamente,
havendo também diminuicdo na quantidade de proteina. Estes mesmos
autores, obtiveram rendimentos de secagem inferiores (9,6 %) aos encontrados

com a CMSF.
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4.6 Gel filtracao

O perfil molecular do hidrolisado foi investigado usando gel filtragao.
A separagao realizada com a resina Sephadex G 100 revelou que o hidrolisado
€ composto por seis fragdes basicas. O peso molecular de um pequeno
numero de proteinas excedeu 67000 Da (Pico 1, Figura 12), ja a maior parte
das proteinas ficou concentrada na faixa de peso molecular menor que 21 000
Da (Picos 3, 4, 5 e 6, Figura 12). Este resultado contrasta com os resultados de
Surowka e Fik (1992), que encontraram poucas proteinas com este perfil
molecular em hidrolisados de cabegas de frango. Os picos 5 e 6 sugerem a
presenca de pequenos peptideos e aminoacidos.

A gel filtragdo em Sephadex G 25 indicou a presenca de proteinas
pequenas e peptideos (Picos 2, 3 e 4, Figura 13) e uma fragdo de aminoacidos
(pico 5), confirmando os resultados obtidos em Sephadex G 100. As Figuras 12
e 13 mostram o perfil molecular obtido utilizando a resina Sephadex G 100 e
Sephadex G 25, respectivamente.

A habilidade das enzimas de hidrolisar um substrato protéico é
altamente variavel. A enzima usada € um fator importante para obter um
determinado perfil molecular. Alcalase é uma endopeptidase que cliva as
ligacdes peptidicas no interior da cadeia polipeptidica. Esta enzima é bastante

utilizada para produgao de peptideos sem amargor (Clemente, 2000).
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Gel filtragao do hidrolisado em Sephadex G 100. Os Picos 1, 3, 4,
5 e 6 referem-se aos pesos moleculares dos padrboes BSA
(67 000 Da), Ovoalbumina, (45000 Da); Inibidor de Tripsina,
(21000 Da); Citocromo C, (12000 Da) e Triptofano, (204 Da),
respectivamente.

0.05
0.04
0.03

0.02

ABS 280 nm

0.01 1

OOO T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Volume de eluigdo (mL)

Gel filtragdo do hidrolisado em Sephadex G 25. Os Picos 1, 3, 4
e 5 referem-se aos padrdes Inibidor de Tripsina, (21000 Da);
Citocromo C, (12000 Da), Insulina humana (5807 Da) e Triptofano
(204 Da), respectivamente.
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Sales et al. (1991), utilizando residuos de carne mecanicamente
separada de frango obtiveram um perfil molecular variando de 65 000 a 2400
Da, com a enzima Alcalase. Hoyle & Merritt (1994), utilizando Alcalase sobre
hidrolisado de atum fresco, obtiveram uma fragao de 30 000 Da, duas fragcbes
menores variando de 400 a 1000 Da e uma pequena fragdo menor que 200 Da.
Estes resultados s&o similares aos encontrados neste trabalho.

O perfil molecular obtido indica que o produto pode ser caracterizado
como parcialmente hidrolisado e ser utilizado como fonte de nitrogénio em
produtos especializados para adultos e como suplementagdo protéica. Estes
hidrolisados sdo geralmente caracterizados por uma ampla distribuicdo de peso
molecular, consistindo de uma pequena fragcdo de aminoacidos e pequenos
peptideos, um amplo espectro de peptideos médios e uma fragcado de materiais

com alto peso molecular (Mahmoud, 1994).

4.7 Qualidade nutricional do hidrolisado

A Tabela 12 apresenta os parémetros calculados utilizando as
proteinas padrao (caseina), teste (proteina hidrolisada) e o grupo aprotéico no
ensaio bioloégico. A analise estatistica esta representada no Apéndice 5.

Ratos alimentados com caseina tiveram o maior consumo de
alimento e maior conteudo de proteina ingerida. Em relagdo a utilizagdo de
alimento e de proteina a dieta padrédo também obteve melhor resultado quando
comparada com a proteina hidrolisada. O ganho de peso dos animais
alimentados com proteina hidrolisada obteve resultado maior quando
comparada com a proteina padrao. Todos os parametros acima citados nao

tiveram diferenca significativa.
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Tabela 12: Parametros calculados em ensaio bioldgico.

Parametros* Padrdo Teste Aprotéico
Alimento ingerido (g) 107,08 £ 19,38 100,96 + 21,48 37,12+ 11,38
Proteina ingerida (g) 12,48 + 2,26 10,97 + 2,33 -

Ganho de peso () 34,47 £ 9,45 35,46 + 15,82 -5,62 £ 1,69
Eficiéncia de 0,32+0,48 0,35+ 0,67 -0,151+£0,13
alimento
Utilizagao de 3,11+ 2,05 2,85 +1,49 -6,60 £ 7,36
alimento
Utilizacao de 0,36 £ 0,24 0,31+0,14 -
proteina
NPR 3,211+4,18 3,74 £ 6,77 -
DV (%) 97,64% £ 0,74 96,43" + 0,68 -

ab \/alores com diferentes subscritos diferem significativamente
(p<0,05) pelo teste t. Os demais valores sem subscrito n&o diferiram
significativamente.

Valores sdo médias + desvio padrao de 6 ratos em cada grupo
durante 10 dias de experimento.

A digestibilidade € a medida da percentagem das proteinas que séo
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos,
ou de qualquer outro composto nitrogenado pelo organismo; é um determinante
da qualidade protéica da dieta (Monteiro et al.,, 2004). Os valores de
digestibilidade foram menores para a proteina hidrolisada (96,43%) quando
comparado com a caseina (97,64%) e diferiram significativamente ao nivel de
95 % de confianga (p<0,05). As proteinas de origem animal apresentam
digestibilidade elevada, acima de 95% e as de origem vegetal possuem valores
bem inferiores, sendo abaixo de 80 % (Sgarbieri, 1996). O Valor encontrado

para proteina hidrolisada esta de acordo com os encontrados para proteinas de

origem animal.
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O NPR (Net Protein Ratio), informa sobre a utilidade potencial da
proteina para o crescimento e manutencao. O valor encontrado para proteina
hidrolisada (3,74) foi superior ao padrao caseina (3,21). Negrao et al. (2005)
estudaram a avaliagao biolégica de farinha de carne mecanicamente separada
de frango (CMSF) e farinha de peito de frango (FPF). Os resultados de NPR
para CMSF foram 3,19, para FPF 3,68 e para caseina 2,94. Para a
digestibilidade os autores encontraram valores de 92,9 % para CMSF, 95,2 %
para FPF e 96,3% para caseina. Bhaskar et al. (2007), utilizando visceras de
ovelha obtiveram uma digestibilidade in vitro de 74,6%.

Os resultados obtidos neste trabalho s&o superiores aos
encontrados nas literaturas acima citadas. A digestibilidade e NPR tiveram
valor alto, quando comparado com Negrao et al. (2005), que utilizaram o
mesmo substrato, porém nao hidrolisado. A hidrélise da proteina da CMSF
pode ter contribuido para o aumento da digestibilidade, pois ja estava
hidrolisada quando ingerida e a absor¢édo de aminoacidos pelo organismo pode
ter sido facilitada.

O perfil de aminoacidos da proteina hidrolisada foi verificado e
comparado com a FAO (1985), que estima as necessidades de aminoacidos
para criangas e adultos. A Tabela 13 apresenta a composi¢cdo de aminoacidos
e os valores da digestibilidade corrigida pelo escore de aminoacidos (PDCAAS)

da proteina hidrolisada. O aminograma realizado encontra-se no Apéndice 6.
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Tabela 13: Composi¢do de aminoacidos essenciais e valores de PDCAAS para
a proteina hidrolisada.

Aminoéacidos Proteina Hidrolisada FAO FAO PDCAAS
(mg/g proteina) (2-5 anos) (adultos)

Essenciais
Histidina 24 19 16 1,218
Isoleucina 34 28 13 1,171
Leucina 62 66 19 0,906
Lisina 70 58 16 1,164
Metionina+Cistina 15 25 17 0,579
Phenilalanina+Tirosina 65 63 19 0,995
Treonina 38 34 5 1,078
Triptofano 9 11 9 0,789
Valina 36 35 13 0,992

“aminoacido limitante

O PDCAA de uma proteina é calculado pela comparacéao do perfil de
aminoacidos essenciais do alimento, corrigido pela digestibilidade, com os
padroes de referéncia para criangas de 2-5 anos. A referéncia de criancas de
2-5 anos é usada porque este € o modelo de maior exigéncia em aminoacidos.
No calculo de PDCAAS de uma proteina, qualquer valor acima de 1,0 é
considerado como 1,0. Nao ha nenhuma vantagem nutricional no consumo de
proteinas com escores maiores, ja que 0 excesso de aminoacidos nido €
utilizado pelo organismo como aminoacidos; aminoacidos em excesso S&o
deaminados pelo corpo e o nitrogénio € excretado como uréia, enquanto o
remanescente da cadeia carbonada pode ser utilizado como energia e

armazenado (Henley & Kuster, 1994).
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Proteinas com PDCAAS de 1,0 sdo consideradas proteinas de alta
qualidade que suprem os requerimentos de aminoacidos essenciais em
humanos. O escore de PDCAAS para algumas proteinas como caseina, clara
do ovo e isolado de soja é 1,0, proteina de carne de vaca, 0,92, feijao 0,68 e
trigo 0,40.

A proteina hidrolisada apresentou um valor de PDCAA de 0,579, o
que pode ser considerado baixo quando comparado com PDCAAS de
proteinas de origem animal. Este baixo valor deve-se ao fato de que o
conteudo de metionina e cistina foram inferiores quando comparados com a
referéncia de aminoacidos para criangas de 2-5 anos. Algumas das possiveis
causas deste baixo valor em metionina e cistina podem estar relacionadas ao
fato de que as proteinas de origem animal, mesmo sendo proteinas de alta
qualidade, podem ser limitantes em aminoacidos sulfurados, assim como as
proteinas de sementes e leguminosas. Os teores de glicina e prolina
encontrados no hidrolisado, indicam que a matéria-prima € composta por uma
quantidade significativa de colageno, sendo este caracterizado pela completa
auséncia de aminoacidos sulfurados e ftriptofano. A técnica utilizada para a
analise de aminoacidos, segundo Sgarbieri (1996), também pode acarretar a
destruicdo de aminoacidos, como por exemplo, o triptofano que é totalmente
destruido durante a hidrélise acida e a sua quantificagao tem que ser realizada
por outro método. A perda de cisteina também é grande, sendo em média 20 %
ou mais. Outros aminoacidos como a tirosina, prolina, glutamina e aspargina

também podem sofrer destruicao durante a hidrdlise acida.
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Em relacdo ao perfii de aminoacidos, a proteina hidrolisada
apresentou uma boa composicao, encontrando valores inferiores para leucina,
metionina+cistina e triptofano, quando comparados com a referéncia para
criangas de 2-5 anos. Quando comparados com o padrao para adultos, estes
valores foram superiores para quase todos os aminoacidos, sendo exceg¢ao
apenas metionina+cistina. Negrdo et al. (2005), estudando a avaliagcao
biolégica de uma farinha de carne mecanicamente separada de frango,
encontraram valores de aminoacidos essenciais inferiores ao padrdao de
referéncia (FAO, 2-5 anos), com especial atencéo a lisina, o qual obteve um
valor bem inferior. Hamid et al., (2002) , utilizando Alcalase para produzir um
hidrolisado protéico de Tilapia negra (Oreochromis mossambicus), obtiveram
composicao de aminoacidos semelhante a referéncia (FAO).

Os resultados obtidos no ensaio biolégico, com elevados valores de
digestibilidade e NPR contrastam com os valores encontrados no aminograma
e com os valores de PDCAAS. Sabe-se que animais usados em ensaios
biolégicos necessitam de requerimentos maiores de aminoacidos sulfurados,
para seu crescimento, quando comparados aos humanos, porém, foram estes
aminoacidos que apresentaram os menores valores no aminograma. Com isso,
uma nova avaliacdo dos aminoacidos poderia ser realizada, a fim de confirmar
se os valores para metionina e cistina estdo realmente baixos e compara-los
com os obtidos neste trabalho.

Quase todos os aminoacidos tém certas fungbes unicas no
organismo. Os aminodacidos essenciais como o triptofano, o mais complexo

aminoacido, € um precursor da vitamina niacina e do neurotransmissor
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serotonina , ja a histidina € essencial para a sintese de histamina, que causa a
vasodilatagdo no sistema circulatorio. Os aminoacidos nao essenciais sao
igualmente importantes para a estrutura protéica. Estes, também foram

analisados e estéo representados na Tabela 14.

Tabela 14: Aminoacidos nao essenciais da proteina hidrolisada.

Aminoacidos  mg/g proteina

Acido Aspartico 86
Acido Glutédmico 128
Serina 36
Prolina 37
Glicina 48
Alanina 50
Arginina 54

A glutamina, formada a partir do acido glutdmico e a aspargina,
derivada do &cido aspartico, tem um papel importante como reservatorio de
grupos aminos para diferentes tecidos do organismo. A glicina e serina séo
aminoacidos neuroprotetores, a prolina desempenha papel predominante na
formagdo do tecido conjuntivo e é também substancia importante no
suprimento da energia muscular , a alanina auxilia a estabilizagdo do agucar
sanguineo quando o individuo esta sob estresse ou com hipoglicemia e a
arginina promove a secregcdo dos horménios prolactina, insulina, horménio do
crescimento, fator de crescimento insulina-simile e fatores de crescimento da

pituitaria (Oliveira & Marchini, 1998; Waitzberg, 2001; Mahan, 2002). Os
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valores encontrados sao similares aos reportados por Hamid et al. (2002) e

superiores aos encontrados por Nilsang et al. (2005).



5 CONCLUSOES

Os resultados das pesquisas com as linhagens de BL indicaram que
a cepa de B. circulans BL 53 obteve uma atividade enzimatica superior a cepa
BL 13. Porém, as enzimas comerciais possuem uma atividade proteolitica bem
maior, ja que sao produzidas com microrganismos reconhecidamente
produtores de proteases.

O planejamento experimental indicou condi¢cbes 6timas de trabalho
para ambas as enzimas, obtendo faixas de trabalho de acordo com a literatura
e com o fabricante. As curvas de hidrélise mostraram rapida solubilizacédo
protéica, sendo que a solubilizagdo diminuiu gradativamente e ao final de 2
horas, nao havendo hidrélise aparente.

O hidrolisado obtido indicou alto conteudo protéico e boa qualidade
microbiolégica. De acordo com o perfil molecular, o hidrolisado pode ser
caracterizado como parcialmente hidrolisado e ser utilizado como
suplementacgao protéica em dietas e em formulagdes industriais.

Os resultados da avaliagao biolégica do hidrolisado estdo de acordo
com o esperado para uma proteina animal, que possui elevada digestibilidade
e NPR, porém contrastam com os baixos valores de metionina e cistina
apresentados na analise de aminoacidos e com os PDCAAS, ja que os ratos
necessitam de maiores requerimentos de aminoacidos sulfurados para seu

crescimento.



6 PERSPECTIVAS

Como os trabalhos com as cepas de Bacillus sp. BL 13 e Bacillus
circulans BL 53 foram preliminares no estudo da producdo de protease,
recomenda-se estudos posteriores para verificar as melhores condigbes de
produgao de protease e também selecionar uma cepa produtora e seguir com a
etapa de purificagao.

A hidrélise enzimatica mostrou ser um eficiente processo de
obtencao de proteina hidrolisada a partir de uma matéria-prima de baixo valor
agregado. Com isso, sugerem-se algumas linhas de interesse para trabalhos
futuros:

Determinar o grau de hidrolise durante o processo de protedlise
através de técnicas descritas na literatura, como: TNBS e controle de pH
durante a hidrdlise.

Utilizar a técnica de ultrafiltracdo em membrana, a fim de verificar se
a passagem por membranas retém peptideos relacionados ao amargor,
fazendo entdo uma comparagdo com o hidrolisado obtido neste trabalho.
Posteriormente, uma avaliacdo sensorial podera ser feita para auxiliar na
verificagdo do amargor do produto.

Estudar as propriedades funcionais como: formagao de emulséo,
indice de solubilidade, formacdo de espuma, viscosidade e capacidade de
retencdo de agua. Estas caracteristicas sdo necessarias quando este tipo de

produto é utilizado na industria de alimentos.
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Estudos de otimizagado das condi¢bes de secagem também podem
ser realizados, pois altas temperaturas de secagem podem causar a perda de
aminoacidos diminuindo assim o valor nutricional. Formulagbes do produto
também podem ser estudadas com o objetivo de verificar em que tipo de dieta
este produto poderia ser utilizado, de acordo com suas caracteristicas.

Uma nova analise de aminoacidos poderia ser realizada a fim de
verificar se os valores encontrados realmente sado baixos para metionina e
cistina quando comparados com os resultados obtidos neste trabalho.

Por fim, pode-se medir a osmolaridade do hidrolisado produzido, ja
que férmulas com elevada osmolaridade podem causar diarréias severas

quando ministradas a pacientes com problemas digestivos.
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Grafico de proteina soluvel do hidrolisado produzido com e sem

tratamento a 85 °C. Com tratamento (-s-), sem tratamento (-e-).
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APENDICE 2

Analise estatistica utilizando a ANOVA para o planejamento

experimental da enzima Alcalase.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado F
Variacdo  Quadrdtica Liberdade Quadratica tabelado
Regressao 0,0488 6 0,0081 8,7776 3,22
Residuo 0,0092 10 0,0009
Falta de 0,0092 8 0,0011
Ajuste
Erro Puro  6,6667E-05 2 3,3333E-05 0
Total 0,0581 16
% da variagdo explicada (R?)=84,0, F106,005=3,22

Analise estatistica utilizando a ANOVA, para o planejamento

experimental da enzima Flavourzyme.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado F tabelado

Variacao Quadratica  Liberdade  Quadratica

Regresséo 0,01190 6 0,0019 10,4413 3,22
Residuo 0,00190 10 0,00019
Falta de 0,0018 8 0,0002
Ajuste
Erro Puro  2,0667E-05 2 1,0333E-05 0
Total 0,01380 16

% da variacdo explicada (R?)=86,2, F106,005=3,22
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APENDICE 3

Validagao do modelo para a enzima Alcalase:Temperatura de 53°C,

pH 8,3 e concentragédo de enzima de 2,6%.

Proteina soluvel (g/L)
RN - N N w
. T 2T 2.
[ |

($)]
Lt

o

20 40 60 80 100 120
tempo (min)

o

Curva de proteina soluvel (g/L) para Alcalase:Temperatura de 53 °C,
pH 8,3 e concentracédo de enzima de 2,6 %.

Valor predito pelo modelo para o indice de hidrélise: IH= 0,760

Valor experimental do indice de hidrdlise para o modelo validado:
IH= 0,734

Entdo, através de uma regra de 3 simples a diferenga entre o valor

experimental e o predito foi de 3,5 %.
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APENDICE 3: Continuacéo...

Validagcdo do modelo para Flavourzyme: T de 58 °C, pH 6,0 e

concentracao de enzima de 3,0 %.
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Curva de proteina soluvel (g/L) para Flavourzyme: Temperatura de

58 °C, pH 6,0 e concentracado de enzima de 3,0 %.

Valor predito pelo modelo para o indice de hidrélise: IH= 0,560

Valor experimental do indice de hidrolise para o modelo validado:
IH= 0,550

Entdo, através de uma regra de 3 simples a diferenga entre o valor

experimental e o predito foi de 1,8 %.
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APENDICE 4

Otimizacado da hidrdlise enzimatica para enzima Flavourzyme. Valores de proteina soluvel e indice de hidrélise

(IH), obtidos nos tratamentos realizados (Tabela 7).

Tratamentos Proteina soluvel (g/L)
0 min 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min IH
1 5,51 20,80 23,55 25,68 27,15 25,64 25,02 0,497
2 5,96 18,97 23,40 27,96 28,24 27,32 28,10 0,512
3 6,53 18,41 23,03 27,18 28,18 27,91 24,15 0,497
4 6,90 19,90 26,82 29,32 29,67 28,53 28,25 0,523
5 5,90 19,33 26,90 27,59 25,80 25,66 24,06 0,498
6 5,22 21,33 28,32 28,54 28,74 28,54 24,89 0,540
7 6,49 22,25 26,30 28,07 28,55 28,50 26,85 0,507
8 7,05 26,11 29,10 30,10 30,96 29,96 29,53 0,549
9 5,94 21,55 23,38 26,67 27,48 28,07 30,02 0,553
10 5,64 20,95 2473 25,75 27,37 29,69 28,18 0552
11 6,46 20,90 24,41 25,21 28,07 30,28 28,88 0,547
12 6,02 20,57 24,71 25,61 25,66 26,30 25,46 0,466
13 6,93 23,97 26,89 30,24 29,24 29,38 28,81 0,539
14 6,93 19,97 28,39 28,60 29,10 28,10 2717 0,509
15 8,96 23,25 28,74 31,45 30,31 29,31 28,10 0,517
16 6,07 20,90 22,74 23,92 25,65 26,08 24,46 0,460
17 5,71 24,67 26,02 29,10 29,53 29,69 29,42 0,551
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Otimizacao da hidrdlise enzimatica para enzima Alcalase. Valores de proteina soluvel e indice de hidrdlise (IH) ,

obtidos nos tratamentos realizados (Tabela 7).

Tratamentos Proteina soluvel (g/L)
0 min 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min IH
1 8,19 24,78 30,80 32,89 34,66 33,40 33,91 0,608
2 9,34 27,38 37,77 38,27 38,86 39,46 38,68 0,692
3 8,19 25,37 33,68 35,64 36,67 33,83 31,71 0,654
4 9,34 31,63 35,68 40,05 40,37 39,14 38,27 0,713
5 8,19 27,45 33,63 36,15 35,88 35,60 35,21 0,642
6 8,94 30,72 36,82 39,41 40,82 38,77 38,23 0,732
7 8,19 22,57 35,02 36,59 38,01 34,70 33,40 0,685
8 8,94 30,85 39,18 41,74 40,87 40,81 37,95 0,736
9 9,34 29,30 36,27 41,82 40,64 39,36 38,59 0,750
10 9,34 30,99 40,14 42,42 41,69 40,68 40,18 0,760
11 9,34 29,85 39,05 42,14 41,64 39,73 39,55 0,750
12 6,99 23,66 30,44 35,03 35,87 35,73 33,98 0,663
13 10,05 32,77 37,13 39,91 39,73 39,09 39,00 0,686
14 10,05 29,26 38,73 39,78 39,91 40,06 37,86 0,702
15 10,24 31,17 37,18 37,41 41,96 40,59 37,18 0,728
16 9,19 25,94 29,04 30,22 31,86 31,99 27,94 0,520
17 9,19 26,21 35,27 36,13 36,50 37,41 39,28 0,691
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Teste de Student realizado para os parametros calculados no ensaio
biolégico. Quando Stat t for maior que t critico (bi-caudal) ha diferenca

significativa a 5 %. Quando Stat t for menor que t critico (bi-caudal) ndo ha

diferencga significativa a 5%.

Analise estatistica para a digestibilidade pelo teste t.

Proteina Proteina
padrao Teste
Média 97,62667 96,36
Variancia 0,562907 0,47124
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 0,517073
Hipdtese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t 3,051033
P(T<=t) uni-caudal 0,006115
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,01223
t critico bi-caudal 2,228139

Analise estatistica para o ganho de peso pelo teste t.

Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 34,47333 35,46667
Variancia 89,28563 250,4778
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 169,8817
Hipdtese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t -0,132
P(T<=t) uni-caudal 0,4488
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,8976

t critico bi-caudal

2,228139
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Analise estatistica para o consumo de alimento pelo teste t.

Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 107,0833 100,9617
Variancia 375,6735 461,4151
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 418,5443
Hipdtese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t 0,518274
P(T<=t) uni-caudal 0,30777
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,61554
t critico bi-caudal 2,228139
Analise estatistica para NPR pelo teste t.
Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 3,189167  3,6545
Variancia 0,104448 1,777365
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 0,940907
Hipétese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t -0,83091
P(T<=t) uni-caudal 0,212711
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,61554

t critico bi-caudal

2,228139
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Analise estatistica para utilizacédo de proteina pelo teste t.

Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 0,37305 0,461417
Variancia 0,002831 0,178988
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 0,09091
Hipdtese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t -0,50763
P(T<=t) uni-caudal 0,311361
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,622723
t critico bi-caudal 2,228139

Analise estatistica para eficiéncia de alimento pelo teste t.

Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 0,317483 0,336667
Variancia 0,001983 0,023547
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 0,012765
Hipétese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t -0,29409
P(T<=t) uni-caudal 0,387353
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,774706

t critico bi-caudal

2,228139
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Analise estatistica para utilizagdo de alimento pelo teste t.

Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 3,202583 4,213333
Variancia 0,208589 15,25899
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 7,733788
Hipdtese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t -0,62952
P(T<=t) uni-caudal 0,271562
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,543124
t critico bi-caudal 2,228139

Analise estatistica para proteina ingerida pelo teste t.

Proteina  Proteina
padrao Teste
Média 12,475 10,97453
Variancia 5,10055 5,451949
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 5,276249
Hipétese da diferenga de média 0
Grau de liberdade 10
Stat t 1,131422
P(T<=t) uni-caudal 0,14214
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,28428

t critico bi-caudal

2,228139
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