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RESUMO

PRODUCAO DE ISOLADO PROTEICO PROVENIENTE DE SUBPRODUTOS DA
INDUSTRIA DE AVES EM DIFERENTES ESCALAS

A industria de aves brasileira destaca-se economicamente, onde um total de 12,3 milhdes de
toneladas foi produzido no pais em 2013. Esta producdo em larga escala gera consideravel
volume de subprodutos, chegando até 35% da ave viva. Tais residuos sdo convertidos, por
processos tradicionais, em produtos de baixo valor comercial, como por exemplo, farinhas. O
processo de variacdo de pH constitui um importante processo alternativo de obtencdo de
proteinas com melhores caracteristicas funcionais e nutricionais. Estudar as variaveis do
processo, efetuando aumento dimensional, ¢ fundamental para aplicacdo das tecnologias
desenvolvidas no laboratério e posterior definicdo final de processos industriais. A produgéo
de isolados proteicos seria uma tecnologia atraente no aproveitamento de subprodutos da
industria de frango, convertendo-os em uma otima fonte proteica, agregando valor ao produto
obtido. Este trabalho teve por objetivo produzir isolados proteicos em diferentes escalas,
utilizando subprodutos ndo comestiveis da industria de frango. Foi estudada a solubilizacéo
das proteinas da matéria-prima (MP) para definir pHs de solubilizacdo e de precipitacéo
isoelétrica. A curva apontou um pH alcalino de 11,0 para etapa de solubilizagéo e de 5,25 para
etapa de precipitacdo proteica. As proteinas obtidas foram caracterizadas quanto sua
composicao proximal, indice de acidez (1A), indice de perdxidos (IP) e substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) alem de propriedades funcionais de solubilidade, capacidade de
retencdo de agua (CRA) e capacidade de retencdo de Oleo (CRO); e nutricionais de
digestibilidade proteica. Comparativamente foram analisadas farinhas de visceras comerciais
nos mesmos parametros. Um aumento de escala do processo foi realizado e avaliado pelas
mesmas respostas do produto da escala laboratorial. Foi obtido um teor proteico de 82 e 85%
em escala laboratorial e aumento de escala, respectivamente, e também uma reducéo lipidica
de 75%, e de cinzas de 85%, em relacdo a MP. A composi¢do proximal das farinhas
analisadas ficou entre 67-72% para proteina bruta, 17-22% para lipidios e 9-15% para cinzas.
O 1A, apresentou valores de 2,2 e 3,1 meg/g de isolado e de 1,6 a 2,0 meqg/g de farinha. Ja
para IP, obteve-se valores de 0,003 a 0,005 meqg/g de isolado e de 0,002 a 0,049 meq/g de
farinha. Os indices de TBARS apontaram valores de 0,081 e 0,214 mg MA/g de isolado e
0,041 a 0,128 mg MA/g de farinha. A solubilidade das proteinas do isolado apontou 84 e 81%
em pH 3 e 11 respectivamente e de 5% em pH 5, ja para farinhas variaram de 22 a 31% em
pH de 3 a 11. A CRA obtida no isolado foi 3,1 a 16,5 g agua/g de proteina e de 3,8 a 10,9 g
agua/g de proteina nas farinhas. A CRO ficou em 4,2 mL de 6leo/g de proteina do isolados e
2,6 mL de 6leo/g de proteina da farinhas. Os isolados proteicos apresentaram 92 e 95% de
digestibilidade das proteinas, em comparacdo aos 84% das farinhas comerciais. Os indices
acumulados e apresentados neste trabalho concluiram que foi possivel aumentar a escala do
processo de variacdo de pH, sem perder qualidade nos indices fisico-quimicos e de
digestibilidade proteica.

Palavras-chave: aumento de escala, farinha de visceras, frango, proteinas, variagdo do pH.



ABSTRACT

PROTEIN ISOLATE PRODUCTION FROM CHICKEN INDUSTRY BYPRODUCTS
IN DIFFERENT SCALE

Brazilian meat industry stands out economically, estimating that a total of 12.3 million tons
were produced in the country in 2013. The large scale production generates a considerable
amount of byproducts, reaching 35% of the live weight of chicken. These byproducts are
converted, which by conventional methods, into low commercial value products, such as
meals. The pH-shifting process appears an interesting alternative process to obtain protein
with better functional and nutritional values. Studying the process variables effecting
dimensional increase is essential to apply the new technologies developed in laboratories and
further final definition of the industrial process. The production of protein isolates would be
an interesting technology to use the chicken byproducts, converting them into optimal protein
source, adding value to the product. This study aimed to produce protein isolates in different
scales, using inedible chicken byproducts. A solubilization curve of the proteins was
performed to set the pH value of solubilization and isoelectric precipitation. This curve
defined a alkaline pH of 11,0 for the solubilization step and 5,25 for the isoelectric
precipitation step. The obtained proteins were characterized for their composition, acidity
index (1A), peroxide index (IP) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), such as
functional properties as solubility, water holding capacity (CRA) and oil holding capacity
(CRO); and nutritional as protein digestibility. Compared, commercial viscera flours were
analyzed against the same parameters. A scale-up was performed and evaluated as the same
responses for the product obtained in the laboratory scale. There was obtained a protein
content of 82 and 85% for lab-scale and scaling, respectively, and also a reduction of lipid to
75% and 85% to ash content, with respect to the raw material. The proximal composition of
the viscera flour was between 67-72% for crude protein, 17-22% for lipid and 9-15% for ash.
The 1A presents values of 2,2 and 3,1 meqg/g of isolate and 1,6 to 2,0 meqg/g of flour. The IP
observes values of 0,003 and 0,005 meg/g of isolate and 1,6 to 2,0 meq/g for the flour.
TBARS shows values of 0,081 and 0,214 mg MA/g of isolate and 0,041 to 0,128 mg MA/g of
flour. The solubility of isolates presents 84 and 81% in pH 3 and 11 respectively and 5% in
pH 5, for the flour this varies from 22 to 31% in pH 3 to 11. The CRA obtained for the
isolates was 3,1 to 16,5 g of water/g of protein and 3,8 to 10,9 g of water/g of protein in the
flours. The CRO was in 4,2 mL of oil/g of protein in the isolates and 2,6 mL of oil/g of
protein in the flours. The isolates presents 92 to 95% of protein digestibility, in comparison of
84% for the commercial flours. The cumulative indexes and presented in this study concluded
that it was possible to increase the scale of pH shifting process without losing quality in the
physical-chemical contents and protein digestibility.

Key-words: scale-up, viscera meal, chicken, proteins, pH shifting.
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1. INTRODUCAO

O setor agroindustrial brasileiro vem intensamente contribuindo nos Gltimos anos
para a manutencdo e o crescimento econdémico de nosso pais. As inddstrias processadoras de
frango no Brasil tém aumentado seus volumes produtivos e, por consequéncia deste aumento,
uma maior geracao de subprodutos originarios do abate é verificada. Aproximadamente 35%
do animal produzido ndo séo utilizados para consumo por humanos, tais como visceras,
pulmdes, cabecas e carcacas condenadas, sendo denominados subprodutos. ABRA (2012)
comenta que o aproveitamento de partes ndo comestiveis de produtos originarios do abate de
animais foi a primeira atividade de reciclagem de residuos na histéria humana.

Para que o setor avicola mantenha-se lucrativo, é preciso investir em tecnologias e
produtividade a baixo custo. Aliado a isto, atencao especial € necessaria na questdo ambiental,
destacando-se a importancia do aproveitamento dos subprodutos da inddstria avicola. Através
disso, € certo afirmar que a auséncia do setor de reciclagem de Residuos de Origem Animal
(ROA), inviabilizaria toda a cadeia de producado industrial de aves.

A farinha de visceras resultante do processamento de subprodutos de frango € um
suprimento alimentar rico em nutrientes, constituido de proteinas de alto valor bioldgico, sais
minerais e vitaminas do complexo B (COSTA, ROMANELLI e TRABUCCO, 2008). No
processamento classico, 0s subprodutos sdo submetidos a uma hidrélise, utilizando
geralmente calor, combinado ou ndo com pressdo, em digestores fechados. Estes fatores
apresentam um alto risco para acidentes, além de apresentarem um custo elevado de
producdo, necessitando caldeiras e bombas para fechamento de pressdo. Também podemos
apontar que a temperatura e o tempo excessivo podem alterar irreversivelmente a qualidade
nutricional das proteinas obtidas por este processo.

Estudar novos processos e novas utilizagdes dos subprodutos torna-se necessario,
ndo apenas em razdo do seu efeito poluente, mas também na busca por produtos
economicamente viaveis e eficientes. As proteinas sdo moléculas essenciais para organismos
animais, portanto devem estar presentes na alimentacdo em quantidades elevadas. Deve-se
levar em conta ndo sé o aspecto quantitativo, mas também o qualitativo, relacionado ao seu
valor nutricional, que dependerd de sua composicdo, digestibilidade, biodisponibilidade de
aminodacidos essenciais, auséncia de toxicidade e de fatores antinutricionais (VILLALVA,
2008).



A ndo ser que se esteja adaptando um novo processo a partir de um j& existente,
um processo industrial é pesquisado em laboratérios de universidades e centros de pesquisa e
privados. Os estudos conduzidos em laboratdrio ou “escala de bancada” se caracterizam por
reduzidos volumes e geram resultados solidos e confiaveis, que permitem afirmar que a
tecnologia é promissora. J& 0s estudos em aumento de escala ou "escala piloto" sdo
caracterizados pelo aumento dimensional de quantidades no processo, realizando o
desenvolvimento do processo a ser transposto em aumento de escala, de forma verificar a
viabilidade técnica e econdmica da tecnologia proposta.

Na década de 90 do século passado, houve o desenvolvimento de uma
metodologia promissora para isolamento de proteinas de pequenos pescados pelagicos,
denominado de processo de variagdo de pH ou “pH shifting process” que consiste
basicamente em solubilizar as proteinas em meio &cido/alcalino e por separagéo fisica, extrair
do meio quantidades de lipideos, 0ssos e peles. Finalizando o processo, 0 meio é ajustado ao
pH do ponto isoelétrico (PI), tornando as proteinas insolGveis e plausiveis de separacao fisica.
O processo quimico € considerado limpo, ndo sendo necessaria a utilizacdo de fatores fisicos
COmo CcocGao e pressao, para obtencdo das proteinas livres.

Isolados proteicos podem ser obtidos de diversas matérias-primas, tais como soja,
feijdo, girassol, leite, carnes, pescado e outros. Podem ser utilizados como ingrediente em
produtos alimentares ou ainda utilizado para consumo diretamente pelos animais. Nos ultimos
anos, o uso de proteinas nas formulacdes de novos produtos alimenticios ou em alimentos
convencionais tem sido foco de muitas pesquisas.

A producéo e caracterizacdo de isolado proteico proveniente de subprodutos do
abate de aves representaria uma grande contribui¢do no sentido de se aproveitar a0 maximo o
recurso disponivel, apresentando uma forma de processamento de menor agressdo as
proteinas disponiveis neste subproduto, ofertando uma fonte proteica de valor nutricional e
funcional melhor em relacdo ao produto tradicional farinha de visceras. Em face disto, este
trabalho teve por objetivo produzir e avaliar um isolado proteico proveniente de subprodutos

ndo comestiveis da industrializacdo de frango em diferentes escalas de processo.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir isolado proteico utilizando subprodutos ndo comestiveis da inddstria de

abate de frango em diferentes escalas do processo.

2.2 Especificos

Compor os percentuais de subprodutos denominados de ndo comestiveis, no processo
de industrializacéo de frango em relagéo ao peso de carcaga do animal vivo.
Caracterizar a farinha de visceras (FA), produto comercial obtido convencionalmente
do processamento destes subprodutos.

Elaborar curva de solubilizacdo das proteinas presentes na matéria-prima utilizada.
Produzir isolado proteico em escala laboratorial utilizando os subprodutos néo
comestiveis da industrializacao de frango, caracterizando o produto obtido.

Avaliar o processo de centrifugacéo do processo de isolamento sugerido.

Produzir isolado proteico em escala piloto utilizando os subprodutos ndo comestiveis

da industrializacéo de frango e caracterizar o produto obtido.



3. REVISAO DA LITERATURA

A demanda mundial por alimentos tem aumentado proporcionalmente ao
crescimento populacional, que, embora em ritmo mais lento que no passado, devera
ultrapassar 9 bilhGes de pessoas em 2050. Estimativas recentes indicam que, para atender a
demanda projetada, a producdo alimentar terd de aumentar em 60% a partir dos niveis
mensurados em 2007 (FAO, 2013).

Proteinas sdo consideradas os mais importantes macronutrientes para alimentacdo
humana, porem a ma nutricdo mundial por proteinas € considerada um problema,
especialmente em paises em desenvolvimento. Recentemente, o interesse no potencial de
utilizacdo de fontes subutilizadas, como biomassas, vegetais e subprodutos industriais, para
obtencdo de proteinas, tem aumentado (HAN, CHEN e CHO, 2015).

Na ualtima década, a avicultura brasileira tem apresentado altos indices de
crescimento, passando de 6 milhGes em 2000 para 12,3 milhdes de toneladas em 2013. Além
de frango, outras aves, como peru e avestruz, também tém se destacado ultimamente,
contribuindo para diversificar os produtos de exportacdo do agronegdcio brasileiro (BRASIL,
2013).

3.1 Avicultura Brasileira

Segundo dados da Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF, 2014), a produgéo
de carne de frango chegou a 12,3 milhdes de toneladas em 2013. O Brasil manteve a posicao
de maior exportador mundial e de terceiro maior produtor de carne de frango, atras dos
Estados Unidos e da China. Do volume total de frangos produzido pelo pais, 68,4% foi
destinado ao consumo interno, e 31,6% para exportacbes. Com isto, no ano de 2013, o
consumo per capita de carne de frango no Brasil atingiu 41,8 quilos por pessoa.

Conforme os dados da UBABEF (2014), a producdo mundial de frangos alcangou
a marca de 82.178 mil toneladas, atendendo o consumo mundial da carne de aves, porém esta
revolucdo nos habitos de consumo ndo foi nada casual. Schmidt (2008) aponta que fatores
como a rapidez de crescimento das aves e 0 menor custo produtivo comparativamente ao de
outras espéecies animais de acougue traduzem-se em um pre¢o mais acessivel ao consumidor.
Também destaca que as propriedades dietéticas (como possuir alto valor nutricional) e
culinarias sdo caracteristicas que reinem perfeitamente varios requisitos alimenticios atuais,

levando a carne de aves a um lugar preferencial no consumo habitual da sociedade moderna.



A grande evolucdo observada na producdo de frangos de corte nas ultimas
décadas € fato marcante, definido, principalmente, pelo intenso desenvolvimento observado
em sua nutricdo. A unido de diversas areas trouxe inimeros ganhos ao processo de criagao de
frangos, entendendo e utilizando as mais novas tecnologias em que se fala de nutricdo,
genética, instalacBes, equipamentos e manejo, tornando a produtividade mais efetiva e com
ganhos para economia nacional (OLIVO, 2006).

Segundo Bernardi (2011), a crescente preocupagdo com o meio ambiente tem
mobilizado diversos segmentos do mercado primario. O termo subproduto é amplamente
utilizado, englobando ndo somente residuos sélidos como também efluentes liquidos e
materiais presentes nas emissdes atmosféricas. Na cadeia produtiva de aves, as principais
fontes de geracéo de residuos séo: o incubatério, o matrizeiro, o aviario e o frigorifico.

Os residuos industriais, depois de gerados, necessitam de um destino adequado,
pois ndo podem ser acumulados indefinidamente no local em que foram produzidos. Pelizer
(2007) afirma que a disposi¢@o dos residuos para 0 meio ambiente, por meio de emissdes de
matéria e de energia e/ou langados na atmosfera, nas aguas ou no solo, deve ocorrer apos estes
sofrerem algum tratamento adequado e serem enquadrados nos padrbes estabelecidos na
legislacdo ambiental para que ndo causem poluicéo.

Ja Laufenberg et al. (2003) relatam que os subprodutos podem conter muitas
substancias de alto valor e, sendo empregada tecnologia adequada, este material pode ser
convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para pProcessos secundarios.
Numerosas substancias relacionadas ao processo de producdo de alimentos sdo adequadas
para separacao e reciclagem. De acordo com 0s mesmos autores, € necessario um inventario
completo, baseado numa visdo holistica da industria de alimentos, contendo dados sobre
ocorréncia, quantidade e utilizacdo dos residuos.

No processo de incubacdo, ocorrem perdas de 8 a 12% dos ovos e, no
processamento do frango de corte no abatedouro, essas perdas podem chegar até 35%,
gerando uma quantidade significativa de residuos que, por serem poluentes e contaminarem a
agua, o solo e o ar, tornaram-se a grande preocupacao das organizacdes ambientais. Uma das
formas de aproveitamento desses residuos é o seu processamento, que origina produtos como
as farinhas de visceras, de penas, de carne e 0sso0s, e de residuo de incubatério, e que podem
ser utilizados para alimentacdo animal (NUNES et al., 2005).

Abatedouros, frigorificos e agougues geraram, em 2010, aproximadamente 65 kg
de residuos de origem animal (ROA) ndo destinados ao consumo humano para cada

brasileiro, que foram processados, tratados, estabilizados e reaproveitados tanto na propria



cadeia de producdo da carne como em outros setores, como o de higiene e energia
(biocombustiveis) (ABRA, 2012).
3.1.1 Subprodutos ndo comestiveis

Segundo o Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitéaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1952), entende-se por "subproduto ndo comestivel" todo e
qualquer residuo devidamente elaborado, que se enquadre nas denominacdes e especificacdes
deste Regulamento. Também expde que é obrigatorio o aproveitamento de carcacas, partes de
carcacgas e 6rgdos de animais condenados, varredura em geral, restos e recortes de todas as
secOes do estabelecimento, para o preparo de coprodutos ndo comestiveis.

O mesmo Regulamento define por "alimento para animais” todo e qualquer
coproduto industrial usado na alimentacao de animais, tais como: farinha de carne; farinha de
sangue; sangue em po; farinha de o0ssos crus; farinha de 0ssos autoclavados; farinha de 0ssos
degelatinizados; farinha de figado; farinha de pulmé&o; farinha de carne e 0ssos; racoes
preparadas. O manual de procedimento operacional padrdo para o transito de subprodutos de
origem animal, emissdo de CIS-E e credenciamento de médicos veterinarios particulares
(BRASIL, 2009) conceitua como subproduto de origem animal todas as partes ou derivados
oriundos de animais ndo destinados a alimentacdo humana.

Cerca de um terco até a metade do animal produzido para consumo (carne, leite,
ovos, etc.) ndo é consumido pelos humanos, tais como intestinos, pulmdes, cabecas, sendo
denominados subprodutos. Estes subprodutos, apesar de ndo serem consumidos pelos
humanos, podem ser processados e transformar-se em muitos subprodutos Uteis. Farinha de
carne e 0sso, farinha de sangue, farinha de visceras de aves sao alguns subprodutos resultantes
destes processos de reaproveitamento, 0s quais sdo empregados principalmente em racoes
para inddstria avicola, aquicola e de animais de estimacdo (FERNANDES, 2011).

O aproveitamento de partes ndo comestiveis de produtos originarios do abate de
animais e de recortes de acougues foi verdadeiramente a primeira atividade de reciclagem de
residuos de atividades humanas. O primeiro registro do uso de gorduras animais de que se tem
noticia foi para a fabricagdo de sabdes, no “Papirus de Ebers” (Egito, 1550 AC), época em
gue os antigos egipcios banhavam-se regularmente com um produto a base de éleos vegetais e
gorduras animais combinados com sais alcalinos para formar um tipo de sabdo (ABRA,
2012).

No inicio do século XX, o processamento consistia da inje¢cdo de vapor direto na
matéria-prima, separando a agua e a gordura do material s6lido. A gordura era utilizada para a

fabricacdo de margarinas, lubrificantes, velas e sabdes; o residuo solido era utilizado como



fertilizante. Com o avanco tecnoldgico, o residuo do processamento passou a ser produzido
seco, em forma de farinha (ABRA, 2012).

Seguindo o histérico, ABRA (2012) afirma que, na década de 40, frangos de corte
tiveram seu crescimento acelerado, quando receberam farinha de carne e 0ssos em suas dietas.
A partir desta marca, o processamento de subprodutos do abate de aves comegou entéo a ser
difundido, com a fabricacdo de farinhas de visceras e de penas. Entre 1960 e 1970, o uso de
farinhas e gorduras de origem animal disseminou-se na producdo animal. Animais que
consumiam racgdes fabricadas com esses produtos cresciam mais rapido, consumiam menos
racdo e apresentavam custo de producdo muito inferior aos que comiam apenas graos.

A Figura 1 apresenta o fluxograma do processamento de aves em abatedouro,
demonstrando as operacgdes realizadas e 0s possiveis pontos de geracdo dos residuos solidos

dos quais serdo processadas as farinhas na fabrica de subprodutos.

Figura 1 — Fluxo de processamento de aves e pontos de geracao de subprodutos.
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Fonte: Cassel, Antunes e Oenning (2006).

3.1.2 Farinha de visceras de frango

Segundo a legislacdo nacional (BRASIL, 1988), farinha de visceras é definida
como o produto resultante da coccdo de visceras de aves, sendo permitida a inclusdo de
cabegas e pés. Esta ndo deve conter outras matérias estranhas na sua composi¢do, salvo
naquelas quantidades inevitaveis nos bons métodos de processamento e deve ser isenta de
micro-organismos patogénicos. Fernandes (2011) anexa a esta definicdo que ndo pode ser

adicionado penas em seu processo produtivo, para que o produto final possua maior teor de



proteinas, caracterizando esta adi¢cdo como adulteracdo. O teor de proteina pode variar de 55 a
65%, j& que a composicdo e a qualidade da matéria-prima sdo varidveis (BELLAVER, 2005).
Para farinha de visceras, sdo definidos como padrdes fisico-quimicos os dados demonstrados

na Tabela 1.
Tabela 1 — Padrdes fisico-quimicos para farinha de visceras de frango.
Especificacio Minimo Méximo

Umidade - 8%

Proteina bruta 50% -

Digestibilidade em pepsina 0,2%  75% -
Acidez - 6%
Matéria mineral - 13%

Extrato etéreo * *

Fonte: BRASIL, 1988.
* O teor de extrato etéreo deve ser garantido em minimo de acordo com o nivel registrado no érgdo competente
do Ministério da Agricultura.

Através dos fatores de conversdo descritos por Sabino e Finzer (2006),
verificamos, na Tabela 2, dados produtivos referentes a farinhas de visceras para o ano de
2012.

Tabela 2 — Producéo estimada de coprodutos de aves.

Producdo de

Aves Massa ICR? 3 -
Abatidast! Processadat A B indi C(X)md?t%. B Media
Coprodutos il ndice ndice
' Ton glave % Toneladas Toneladas
Cabecas
Farinha de 86 335 440.040 423775  431.907
Visceras
FarF',ZEZ de 5163265 12.300.000 84 324 433714 409.860  421.787
Gordura de 71 276 366591 349140  357.865
Frango

Total 241 9,35 1.240.345 1.182.7/5 1.211.560

1 Dados extraidos e adaptados do relatério UBABEF (2014) referente ao abate para consumo interno + o
abate para exportacdo, considerando estabelecimentos com servico de inspecéo federal (SIF).

2 |CR, Indice de Conversdo Residual, extraido de Sabino e Finzer (2006).

3 Estimativa realizada a partir dos indices de conversdo de coproduto pelo nimero de aves (A) e massa
processada (B).

Algumas correlacdes entre a composicdo e a qualidade das farinhas sdo descritas
por Silva et al. (2011), sendo que a primeira correlacdo é a umidade com o aquecimento. E
desejavel que a umidade esteja entre 4 e 6%. Este parametro pode ser um indicativo de
superaquecimento ou subaquecimento. J& a fibra bruta é utilizada para verificar a presenca de
carboidratos contidos no trato gastrintestinal e é correlacionada a periodos curtos de jejum,
ndo devendo ser superior a 2%, enquanto a matéria mineral e a proteina bruta apresentam-se

correlacionadas de forma antag6nica. Ja os indices de acidez e de perdxidos indicam o grau da



hidrélise das gorduras e a formacdo de peroxidos na farinha, respectivamente. A presenca
destes compostos em alto nivel pode levar a um estado de toxidez no animal ao ingeri-las.

Costa, Romanelli e Trabuco (2008) apontam a farinha de subprodutos como um
ingrediente nutricional primordial na elaboracdo de racdes para animais domeésticos, porém a
falta de uniformidade da matéria-prima ocasiona produtos com variacdes de composicéo,
sendo que os produtos de origem animal sdo ingredientes que merecem avaliagdo detalhada de
sua composicdo quimica e microbiolégica para que sejam utilizados com sucesso.

Rostagno et al. (2011) demonstra em seu estudo que a farinha de visceras é
composta proximalmente a 57,68% de teor proteico, 14,17% de gordura, 15,19% de matéria
mineral e 7% de umidade. O mesmo autor descreve como aminoacidos presentes em farinhas
de visceras a lisina, metionina, treonina, triptofano, arginina, valina, isoleucina, leucina,
histidina e fenilalanina. Piva et al (2001) afirmam que as farinhas tem sido amplamente
utilizadas na alimentagdo animal visto o seu contetdo de amino&cidos essenciais disponiveis,
sais minerais e vitamina B12, essenciais para alimentacdo de monogastricos.

3.1.3 Processamento da Farinha de Visceras

Silva (2009) expde que, em processos convencionais, as visceras ndo comestiveis,
cabecas e pés, sdo conduzidos por canaletas ou por gravidade até um depdsito, passando em
seguida por uma peneira rotativa, onde se faz a separacédo das fases solida e liquida. O liquido
segue por uma tubulacéo até o lavador de gases, enquanto a parte solida é levada a um silo de
estocagem. No digestor, processa-se 0 cozimento do subproduto ja separado, onde é
submetido a esterilizagdo em autoclave, em tempo e temperatura variaveis entre 106 e 121 °C,
geralmente sob uma pressdo de cerca de 5,5 kgf/lcm2 A Figura 2 representa o diagrama
produtivo de processo convencional de farinhas de visceras adaptado.

Ao final do processo, ocorre a separacao grosseira do contetdo solido de interesse
do sobrenadante (mistura de agua e gordura). O sobrenadante, &gua+gordura, é separado por
meio de funil, descartando-se a dgua. Apds a decantacdo da gordura, a borra que se acumula
no fundo é reenviada para ser reprocessada no digestor. A gordura, entdo, é armazenada e,
posteriormente, transportada a fabrica de racdo. A parte solida é resfriada a temperatura
ambiente e, ao final, € moida em moinho dotado de peneiras de 6 mm (SABINO e FINZER,
2006).
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Figura 2 — Diagrama do processamento de coprodutos do abate de aves.
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Fonte: adaptado de Olivo (2006)

Também afirmam que as instalacbes destinadas para o processamento devem
possuir prédio em separado, contendo equipamentos especificos para este processo.
Consideram de vital importancia que as boas praticas de fabricacdo, como procedimentos
sanitarios e operacionais, sejam executados durante todo o fluxo produtivo, desde a obtencéo
dos subprodutos no abatedouro, até o envase final da farinha para sua posterior venda, sem se
despreocupar com o rendimento do processo, tornando-o lucrativo.

A padronizagdo dos subprodutos depende do processo produtivo e da origem dos
subprodutos que compdem as farinhas de origem animal. Portanto, a determinacdo do fluxo
dos subprodutos do abatedouro faz-se necessaria durante a execucdo do projeto de
implantacdo da fabrica para processamento desses coprodutos. Além disso, o0 projeto deve
contemplar situacdes operacionais que permitam a diversificacdo de produtos devido as
oscilacdes de inclusbes dos descartes do abatedouro, mediante 0 comportamento do mercado
de carnes (OLIVO, 2006).

Silva (2009) aponta que alguns produtores utilizam antioxidantes como
preservativos de oxidacdo nas farinhas e, além disso, efetuam ainda secagens em estufas com
ar circulante para diminuir o teor de umidade do produto. Awonorin et al (1995) descreve que
a qualidade nutricional da farinha produzida depende de fatores como: a) a composicéo e o
tipo das matérias-primas aplicadas ao processo; e b) as condi¢Bes térmicas do processo

utilizadas (tipo de processo e a combinacdo tempo x temperatura). Para farinhas de carne, a
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composi¢do quimica e as perdas para umidade e nutrientes sdo significantemente afetadas
pelas condicOes de transferéncia de calor aplicadas.

Face aos dados apresentados, o desenvolvimento de novas tecnologias vem de
encontro & necessidade de um melhoramento na extracdo destas proteinas disponiveis nos
subprodutos da inddstria de frango.

3.2 Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas complexas, constituidas por carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, formadas por aminoacidos unidos entre si por ligacbes
peptidicas (ORDONEZ, 2005a). S&o componentes que podem desempenhar diferentes
funcdes bioldgicas, as quais ndo poderiam ser efetivas ndo fosse a complexidade de sua
composicdo, o0 que da origem a diversas formas estruturais tridimensionais, cada uma com
uma funcao bioldgica. O nome proteina tem origem da palavra grega proteois, que significa o
primeiro tipo (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

As propriedades e a funcionalidade das proteinas dependem de sua composi¢édo
aminoacidica e da disposicéo das ligacbes que estabilizam a sua estrutura. Em face de funcéo
que as proteinas podem desempenhar, podemos classifica-las estas em trés grandes categorias:
proteinas estruturais, proteinas com atividade biologica e proteinas com valor nutritivo, sendo
gue uma proteina pode ndo pertencer apenas a uma categoria, podendo ser uma proteina
estrutural ou biologicamente ativa e ainda, sim, possuir valor nutritivo (ORDONEZ, 2005a).

Sob o ponto de vista nutricional, os componentes nitrogenados sdo 0s mais
importantes, sendo que aproximadamente 95% do conteudo de nitrogénio do musculo é
devido as proteinas e o restante 5% da-se devido a pequenos peptideos, aminoéacidos livres e
outros componentes (ureia, guanidina, creatina, glutationa), estes ultimos constituindo fonte
de nitrogénio para novos aminoacidos e sinteses proteicas (GOMIDE, RAMOS e FONTES,
2013).

O mausculo esquelético representa aproximadamente 50% do peso da carcaca de
bovinos, ovinos e suinos, representando até 75% do peso vivo destes animais. Avaliando tais
dados, podemos afirmar que o tecido muscular € um componente importante do corpo dos
animais e o principal da fracdo comestivel (ORDONEZ, 2005b). As proteinas constituem o
elemento estrutural dos organismos animais, sendo que a carne de mamiferos contém 60-80%
de &gua e 15-25% de proteina, sendo o restante formado principalmente por gorduras,
carboidratos, sais, pigmentos e vitaminas (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

Segundo Tornberg (2005), as proteinas contidas no masculo podem ser

distribuidas em trés grandes grupos, de acordo com a solubilidade:
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e Proteinas miofibrilares: sdo extraidas com solucgdes salinas e sdo divididas em trés
subclasses:

o Proteinas fibrosas miofilamentosas: sdo estas a actina e a miosina,
constituindo a estrutura miofibrilar do musculo.

o Proteinas regulatorias: incluem a tropomiosina, 0 complexo troponina.

o Proteinas estruturais: incluem a titina, a nebulina, a desmina e atuam
suportando toda a estrutura miofibrilar. Titina € uma proteina com peso
molecular aproximadamente de 1 milhdo de Dalton.

e Proteinas sarcoplasmaticas: sdo sollveis, extraidas com agua ou solugdes salinas
diluidas; constituem a maioria das enzimas da rota glicolitica e mioglobina. Mais de
100 diferentes proteinas sé@o conhecidas, presentes na fracdo sarcoplasmatica e a
maioria de forma globular, com peso molecular entre 17000 (mioglobina) e 92500
Dalton (Fosforilase b).

e Proteinas do tecido conectivo: sdo insolUveis em agua e soltveis em solugdes acidas
ou basicas. Constituem este grupo o coladgeno, a reticulina, a elastina e todas
proteinas fibrosas, sendo a glicoproteina colageno a maior componente deste grupo e
com peso molecular de 300000 Dalton.

Em 100 g de proteinas musculares, ha aproximadamente 50 a 55 g de proteinas
miofibrilares, 30 a 35 g de proteinas sarcoplasmaticas e 10 a 15 g de proteinas do tecido
conectivo (NIU et al, 2015).

3.2.1 Solubilidade das proteinas

As proteinas possuem algumas propriedades que as tornam especificas para
processamento e armazenamento das mesmas. Estas sdo definidas como propriedades nao
nutricionais as quais sdo capazes de influenciar nas caracteristicas sensoriais, fisicas e
quimicas dos alimentos. Estas propriedades funcionais sdo divididas em propriedades
hidrodinamicas e de superficie (ORDONEZ, 2005a).

A solubilidade de uma proteina é uma manifestacdo termodinamica do equilibrio
entre interacbes proteina-proteina e proteina-solvente. As principais interacbes que
influenciam as caracteristicas de solubilidade das proteinas sdo de natureza hidrofébica e
idnica. As interacdes hidrofobicas promovem as interacdes proteina-proteina, resultando em
reducdo da solubilidade, enquanto as idnicas promovem interacfes proteina-agua e resultam
em aumento de solubilidade (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Ordofiez (2005a) descreve que a solubilidade em pH neutro ou no ponto

isoelétrico costuma ser a primeira propriedade funcional a ser mensurada de um ingrediente
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proteico, visto que proteinas insollveis tém pouca aplicabilidade na industria alimenticia,
assim como é interessante conhecer a solubilidade quando se pretende trabalhar com extracao
e purificacdo de proteinas. O mesmo autor classifica as proteinas em quatro grupos conforme
o0 grau de solubilidade: albuminas, soliveis em agua a um pH de 6,6; globulinas, solliveis em
soluc@es salinas diluidas a pH 7; prolaminas, soliveis em etanol a 70%; e gluteninas, solGveis
unicamente em solu¢des muito acidas ou muito alcalinas.

Bigelow (1967) propde que a solubilidade de uma proteina esta fundamentalmente
relacionada a hidrofobicidade média dos residuos de aminoacidos e a frequéncia da carga. De
acordo com este autor, quanto menor a hidrofobicidade média e maior a frequéncia de carga,
maior serd a solubilidade da proteina. Além das propriedades fisico-quimicas intrinsecas, a
solubilidade é influenciada por varias condi¢des da solu¢do, como pH (ponto isoelétrico),
forca idnica, temperatura e presenca de solventes organicos.

As proteinas sdo, em geral, mais soluveis em pH baixos (&cidos) e elevados
(alcalinos), por conta da carga em seu grupo carboxilico (&cido) ou amino (basico). A
solubilidade depende grandemente do nimero e do arranjo de cargas na molécula; estas por
sua vez dependem da composicdo de aminoacidos, particularmente do nimero de residuos
acidos (aspartil e glutamil) e basicos (histidil, arginil e lisil). Outras macromoléculas tambem
podem influenciar na solubilidade, como lipidios e carboidratos, além de sais como fosfatos
(SGARBIERI, 1996).

Gehring et al (2011) descrevem que as cadeias laterais podem assumir diferentes
cargas eletrostaticas, dependendo das condicGes a que as proteinas musculares sao
submetidas, como é demonstrado na Figura 3. Isto significa que a solubilidade das proteinas
musculares pode ser “ligada” ou “desligada” com o fornecimento de condi¢des que favoregam
ou desfavorecam a solubilidade da proteina consequentemente. Quando um é&cido é
adicionado a uma solucgdo proteica, ele dissocia-se dando origem a fons hidronio (H;0%). A
protonacdo das cadeias carregadas negativamente nos residuos glutamil ou aspartil resulta
num aumento de carga de superficie positiva. Do mesmo modo, quando uma base (OH") é
adicionada, a desprotonacdo das cadeias laterais contendo residuos de tirosil, triptofanil,
cistenil, lisil, arginil ou histidil contribui para um aumento na carga de superficie negativa.

Se 0 grau de associacdo das entidades proteicas € muito grande, levando a uma
menor estabilidade coloidal do sistema, a solubilidade das proteinas entdo € diminuida e estas
sdo precipitadas. Se, no entanto, a associagdo tridimensional das proteinas ocorre de tal
maneira que as forcas de atracdo e de repulsdo sdo equilibradas, é formada uma rede

tridimensional e, consequentemente, um gel (TORNBERG, 2005).
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Figura 3 — Curva de solubilizagdo de proteinas musculares de pescado (miofibrilares e
sarcoplasmaéticas) afetadas pelo pH e forca ibnica (IS)
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Fonte: Gehring et al, 2011.

Possivelmente as transformacdes fisico-quimicas das proteinas sejam as alterac6es
mais importantes nos alimentos. Assim, por exemplo, a desnaturacdo, ainda que nao afete a
digestibilidade das proteinas, pode resultar em alteragdes da solubilidade, da retencao de agua,
da capacidade de participar de emulsdes e pode também produzir um aumento da reatividade
quimica da proteina por exposicdo de mais grupos reativos da cadeia proteica (como —SH),
que estdo protegidos na proteina natural pelas estruturas quaternarias, terciarias e secundarias
da molécula e que sdo alteradas pela desnaturacdo (BOBBIO e BOBBIO, 2003).
3.2.2 pH das proteinas

O ponto isoelétrico (P1) é o valor de pH, onde as cargas positivas e negativas se
equivalem, ou seja, quando as moléculas ndo possuem cargas positivas nem negativas em
excesso. Nesse pH a proteina ndo migra para nenhum polo quando colocada em campo
elétrico. O pH isoelétrico depende dos pks dos grupos ionizaveis e sera mais alto quanto mais
residuos béasicos houver e mais baixo quanto mais residuos acidos estiverem presentes. A
maioria das proteinas apresenta ponto isoelétrico na faixa de 3,5 a 6,5 (SGARBIERI, 1996).

Os fons H* e OH™ da &gua provocam efeitos parecidos, no entanto, além de
afetarem a envoltura das proteinas também afetam a carga elétrica dos grupos acidos e basicos

das cadeias laterais dos aminoacidos. Esta alteracdo na carga superficial das proteinas elimina
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as interacOes eletrostaticas que estabilizam a estrutura terciaria e provocam sua precipitacao.
A solubilidade de uma proteina € minima no ponto isoelétrico, ja que sua carga é zero e
desaparece qualquer forca de repulsdo eletrostatica que poderia dificultar a formacdo de
precipitados (PARDI et al., 2001).

O PI de proteinas musculares € um parametro importante, porque, como as cargas
sobre a superficie da proteina diminuem como também as interacfes proteina-agua e,
portanto, a solubilidade em &gua das proteinas e consequentemente diminui sua capacidade de
retencdo de agua. Além disso, as proteinas formam géis pobres em seu Pl. No entanto, a
hidrofobicidade das interagcdes proteina-proteina é favorecida no Pl, alcancando a solubilidade
minima e consequentemente precipitando. Esta mediacdo de pH, conhecendo-se o
comportamento do PI das proteinas, permite a modificacdo da solubilidade e a precipitacéo
das proteinas pelo ajuste de pH do meio. As curvas de solubilidade proteica (ou perfis) em
fungdo do pH sdo muitas vezes construidas experimentalmente a fim de determinar oS
melhores pontos de solubilidade proteica e precipitacdo (PI). Este comportamento isoelétrico
das proteinas musculares permite que sejam recuperadas proteinas do meio, efetuando-se
apenas a variacao e ajuste de pH do meio, recuperando as mesmas por processo fisico de
separacdo (GEHRING et al, 2011).

3.2.3 Forca ibnica

A cristalizacdo proteica depende basicamente de dois fatores: solubilidade e
nucleacdo, e processo de crescimento dos cristais. Estas caracteristicas podem ser afetadas
com adicdo de substancias as solucbes proteicas. E evidente que a adicdo de solventes (sais,
neste caso) altera a solubilidade do complexo de proteinas (TIMASHEFF e ARAKAWA,
1988). Os mesmos autores apontam que, em baixas concentra¢des do aditivo (<1,0 M), a
solubilizacdo das proteinas é aumentada, caracteristica denominada zona de salting-in. J4 em
concentracdes altas do aditivo, a solubilidade diminui, tornando as proteinas insollveis em
agua, caracteristica denominada de efeito salting-out.

Villamonte et al. (2013) descreve que polifosfatos sdo normalmente utilizados em
produtos a base de carne em associacdo ao cloreto de sddio para aumentar as propriedades de
ligacdo e solubilizacdo das proteinas miofibrilares. Ja Moller et al. (2012) citam que o0 uso de
sais (ex.: cloreto de sodio - NaCl, sulfato de sddio - Na,SO4) como agentes de precipitacao é,
em grande parte, devido aos efeitos de blindagem eletrostatica, o que diminui a interagdo
eletrostéatica repulsiva efetiva das proteinas carregadas.

Visak et al. (2007) concluem que a adicdo de sais a uma solucéo proteica acarreta

a formacdo de um sistema bifasico, ocasionando o efeito de salting-out e, por consequente,
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precipitando as proteinas da solucdo. Ja Chang e Bae (2003) propuseram uma equacao de
estado para a precipitagdo proteica induzida por sais, apontando que a estrutura da proteina é
considerada significativa para efeitos de desnaturacdo. Meurer, Sandler e Lenhoff (2011)
concluem que foi observado um efeito de salting-in em soluc6es de quimosina a uma faixa de
pH de 4,0-5,0, com resultados similares para B-lactoglobulina B e globulina de semente de
abdboras. A concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) utilizada apresentou valores entre 0,3 a
0,6 M.

3.3 Processo de isolamento das proteinas

O isolamento de proteina é basicamente um processo de extracdo e purificacdo, o
qual visa obter um produto livre de interferentes e, portanto, mais concentrado, o qual, por
isso, tem outras propriedades e caracteristicas de conservacdo e uso (MARTINS et al., 2011).
Os isolados proteicos séo obtidos de diversos alimentos, tais como soja, feijdo, leite, frango,
pescados e outros.

Novas tecnologias devem continuamente ser desenvolvidas para o aproveitamento
de alimentos ndo convencionais, a fim de torna-los atrativos sob o ponto de vista funcional,
nutricional e econémico. Mamaghani (2010) cita um breve histdrico de estudos de separacédo
proteica. Na década de 1970, estudou-se a separacdo de proteinas por centrifugacdo para
separar as proteinas miofibrilares de pigmentos e lipidios. Também cita o estudo de extragédo
aquosa a um pH 7 seguida por uma precipitacdo a pH 4,5 em carne mecanicamente separada
de frango (CMSF). Ja na década de 1980, estudos utilizaram tampao fosfato a um pH de 8
para extracdo proteica com eficiéncia na remocdo de pigmentos e lipidios em carne
mecanicamente separada de peru (CMSP).

Outra forma convencional de concentracdo de proteinas € o surimi, que consiste
em lavagens sucessivas com solugbes aquosas levemente alcalinas, nas quais alguns
compostos soltveis em agua sdo diluidos e a gordura neutra removida. Apds este processo,
sdo adicionados crioprotetores para posterior congelamento. Infelizmente, a estabilidade na
armazenagem € o principal problema no produto surimi e, também, a perda das proteinas
sarcoplasmaticas no processo reduzem o rendimento de obtencdo de surimi em relacdo a
matéria-prima utilizada (NOLSOE e UNDELAND, 2009).

Cortez-Vega et al. (2013) comentam que 0 processamento, utilizando a variacdo
de pH como tecnologia inovadora, a qual inclui uma solubilizacdo alcalina/acida como
ferramenta para isolamento de proteinas de uma matriz alimenticia, elimina materiais

indesejaveis como lipidios e outros contaminantes durante o processo. Também citam que a
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proteina geralmente apresenta propriedades funcionais e nutricionais étimas, podendo ser
utilizada em produtos de valor agregado.

Como as proteinas assumem uma carga liquida mais positiva ou negativa, elas
gradualmente iniciam as interacdes eletrostaticas com a agua (isto é, interacGes proteina-
agua). Devido ao aumento das interacdes proteina-agua, a hidrofobicidade proteina-proteina
tendem a diminuir. Portanto, como as moléculas proteicas tornam-se polares (carregadas),
uma maior quantidade de &gua é necessaria na superficie proteica, tornando as mesmas
soluveis em agua. No entanto é possivel ajustar uma solucdo proteica de modo que as cargas
negativas da superficie de uma proteina sejam iguais as cargas positivas e, por conseguinte, a
molécula de proteina assume uma carga eletrostética liquida igual a zero, precipitando-se, esta
caracteristica fundamental do processo de variagdo de pH (GEHRING et tal, 2011).

N&o existe um método Unico ou um conjunto de métodos aplicaveis ao isolamento
de todas as proteinas indistintamente; porém, para qualquer proteina, € possivel, geralmente,
escolher-se uma sequéncia de etapas de separacdo que ird resultar em um grau elevado de
purificacdo e um alto rendimento. O objetivo geral é aumentar a pureza ou a afinidade
biologica da proteina desejada por unidade de peso, pela eliminacdo das proteinas inativas ou
indesejaveis, enquanto, a0 mesmo tempo, eleva-se o rendimento ao maximo (LEHNINGER,
1976).

O processo de solubilizacdo &cida ou alcalina das proteinas ou processo de
variacdo de pH (ou pH shifting process) foi desenvolvido na Estacdo Marinha, da
Universidade de Massachusetts, nos Estados Unidos, utilizando o principio de que a
solubilidade de um material proteico homogeneizado em agua é afetada pelo pH da mistura.
Nas condicbes extremas acidas ou alcalinas ocorrem fortes variacdes positivas e negativas,
respectivamente sobre as proteinas miofibrilares e o citoesqueleto conduz a repulsdo, e a
interacdo com a agua ocorrendo a solubilizagdo (NOLS@JE e UNDELAND, 2009). A Figura 4

apresenta um esquema de equipamentos do processo de variacdo do pH.
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Figura 4 — Esquema do processo e equipamentos do processo de variagdo do pH.

1

9
-~
R v
g
. 7
(- e
"“'\//

'

Onde: 1 = Agitador eixo-hélice; 2 = medidor de pH; 3 = termdmetro; 4 = reator com jaqueta; 5 =
coletor da mistura; 6 = tubo de centrifuga; 7 = centrifuga de piso refrigerada; 8 = banho ultratermostatico
circulador (fluido refrigerante do reator); 9 = adi¢do de reagente acido/alcalino.

Fonte: o autor.

O processo de variacao de pH é um método de solubilizacdo seletiva induzida por
pH. Neste processo, as proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares sdo primeiramente
solubilizadas tanto em meios de pH acido quanto alcalino e entdo separados dos lipidios e
materiais insoluveis (ex: 0ssos, peles, tecidos conjuntivos). As proteinas solubilizadas entéo
sdo precipitadas em seu pH de Pl (KHIARI et al, 2014). O processo de variagdo do pH
recupera proteinas funcionais e nutricionais com grandes rendimentos (HULTIN e
KELLEHER, 1999).

Até o0 momento, isolados de proteina funcionais foram recuperados com sucesso a
partir de: pescados (BROWN et al, 2012; TAHERGORABI et al, 2012; MARMON e
UNDELAND, 2013); bovinos (DE WITT, GOMEZ e JAMES, 2002); frangos (OMANA et
al, 2010; TAHERGORABI, SIVANANDAN e JACZYNSKI, 2012; WANG, WU e BETTI,
2013; KHIARI et al, 2014); e peru (HRYNETS et al, 2011). A experiéncia do Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos teve sucesso no isolamento de proteinas pelo processo de variagdo
do pH em pescados (MARTINS et al, 2011; FREITAS et al, 2011a; Ferreira et al, 2013;
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CORTEZ-VEGA et al, 2013) e frangos (MORAES, 2009; MORAES et al, 2011; MENEZES,
2014).

Um dos mais importantes beneficios da metodologia de variacdo do pH é que os
materiais indesejaveis, como peles, 0ss0s, micro-organismos, colesterol, lipidios de
membrana, tecidos conectivos e outros contaminantes sao removidos durante a primeira fase
de centrifugacdo, embora 0s 0ssos possam ser removidos também anteriormente ao processo
por desossa mecanica (KRISTINSSON et al, 2005).

Muitos fatores interferem na capacidade de extracdo proteica, como a qualidade
da matéria-prima, relacdo sélido/liquido, pH, temperatura, velocidade de centrifugacéo e forca
ibnica. Contudo a maxima recuperacao durante o processo de extracdo € de vital importancia
para determinar a quantidade de proteina no concentrado ou isolado (KAIN et al, 2009).

A obtencdo de principios ativos presentes nos residuos da industrializacdo de
alimentos € uma alternativa, pois a reducdo destes residuos minimizaria problemas de
poluicdo ambiental e também apresentaria uma forma de agregar valor aos residuos atraves da
extracdo destes principios ativos presentes (MORAES, 2009).

Costa (2003) afirma que residuos de origem animal podem ser utilizados para
alimentacdo humana, principalmente em paises onde parte da populacdo é subnutrida. A
recuperacdo e modificacdo dos residuos das industrias de alimentos assumem grande
importancia, uma vez que permitem ndo s6 diminuir o custo de insumos principais e
minimizar os problemas de poluicdo ambiental como também criar novas fontes alternativas
de alimentos de alto valor nutricional com caracteristicas sensoriais adequadas e a um preco
acessivel. A transformacdo de um material descartdvel em um subproduto e finalmente num
produto requer um longo processo, baseado em tecnologia, conhecimento, necessidade,
fatores econdmicos e legislacao.

O mesmo autor também afirma que os usos dos concentrados de proteinas séo
diversos. A proteina de qualidade elevada é um ingrediente para formulacdes da dieta de
alimentos para bebés. Os concentrados de proteina sdo usados também para fornecer o
contrapeso nutritivo a uma variedade de formulac6es de racdes para animais de estimacdo e
também para aquicultura.

Os concentrados e isolados proteicos tém sido produzidos em grande escala para
servir como ingredientes funcionais em uma ampla e sempre crescente faixa de aplicacdo em
alimentos. Quando substituem proteinas convencionais, 0s concentrados e isolados
desenvolvidos poderdo manter ou melhorar a qualidade e aceitabilidade dos produtos aos

quais foram incorporados (HUA et al, 2005).
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3.4 Propriedades funcionais e nutricionais

Chamam-se propriedades funcionais quaisquer funcbes que uma classe de
compostos possa desempenhar numa determinada aplicacdo tecnoldgica. As preferéncias
alimentares dos seres humanos estéo baseadas em atributos sensoriais, que sao caracterizados
pelo efeito liquido de interacBes complexas entre varios componentes de menor ou maior
quantidade no alimento. As proteinas em geral tem uma grande influéncia sobre atributos
sensoriais (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Para ter utilidade e sucesso na aplicacdo de alimentos, a adicdo de proteinas para
prover aminoacidos essenciais deve idealmente possuir varias caracteristicas desejaveis
referentes as propriedades funcionais, tais como solubilidade sob diferentes condigdes,
emulsificacdo, capacidade de formacdo de espuma, capacidade de retencdo de agua, flavor
ligante de sabor, texturabilidade e etc. (SCHMIDT, 2008).

As propriedades funcionais dependem das caracteristicas fisico-quimicas
intrinsecas da proteina, como sequéncia e composicdo de aminoacidos, peso molecular,
conformacéo e carga distribuida sobre a molécula. A natureza e densidade de carga facilitam
interacdes com outros componentes alimentares, tais como agua, ions, lipidios, carboidratos,
vitaminas, constituintes de cor e do flavor, dependendo do envolvimento (pH, temperatura,
forca idnica) durante a preparacao, processo e estocagem (BELITZ e GROSCH, 1997).

O conhecimento das propriedades funcionais especificas de isolados proteicos
facilita sua aplicacdo adequada, contribuindo para o melhor uso da tecnologia de isolamento.
Uma boa solubilidade proteica é necessaria para muitas aplicacdes, especialmente para
emulsBes, espumas e géis. A capacidade de retencdo de Oleo é de grande importancia na
formulacédo de alimentos, sendo capaz de influenciar a ordem de adicdo de ingredientes secos
na mistura, além de ser utilizada para determinar os tempos de mistura usando uma
distribuicdo uniforme do 6leo ou de gorduras nas misturas secas (FERREIRA et al, 2013).

A qualidade nutritiva de qualquer proteina alimentar é determinada pelos
seguintes fatores: conteddo dos aminoécidos essenciais e ndo essenciais; proporcoes
especificas de aminoacidos essenciais que, preferencialmente, devem ser semelhantes aos
encontrados nas proteinas do corpo humano; energia fornecida, o que é essencial para a
sintese de proteinas no corpo; além da sua digestibilidade (HRYNIEWIECKI, 2000 citado por
USYDUS, SZLINDER-RICHER e ADAMCZYK, 2009).

3.4.1 Solubilidade
A solubilidade das proteinas € relativamente elevada em agua e reduzida em

solventes organicos. De acordo com a solubilidade em varios solventes, as proteinas podem
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ser classificadas em albuminas, globulinas, prolaminas, gluteninas, escleroproteinas, histonas
e protaminas (SGARBIERI, 1996).

A solubilidade € responsavel por um numero de propriedades funcionais que
afetam a aceitacdo de produtos alimenticios pelos consumidores e, consequentemente, a
solubilidade desempenha um papel fundamental no processamento de alimentos e
desenvolvimento de produtos. Em muitos casos, 0s isolados proteicos podem ser produzidos
por extracdo alcalina/acida e precipitacdo proteica, melhorando significativamente o
rendimento da proteina em suas propriedades funcionais (WANG et al, 2015).

Uma boa solubilidade das proteinas é necessaria para muitas aplicaces,
especialmente para emulsGes, espumas e géis. Proteinas sollveis fornecem uma dispersdo
homogénea das moléculas em sistemas coloidais e melhoram as propriedades interfaciais. A
solubilidade é uma das mais importantes propriedades funcionais de hidrolisados de proteinas
(THIANSILAKUL; BENJAKUL e SHAHIDI, 2007).

3.4.2 Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua € uma propriedade funcional que envolve a
interacdo entre a proteina ou o alimento proteico e a agua. Esta maior ou menor afinidade da
proteina com a agua esta relacionada com propriedades funcionais como textura, viscosidade,
geleificacdo e emulsificacdo. A CRA é a quantidade de agua que permanece no alimento
proteico apds a exposicdo a um excesso de agua e a aplicacdo de uma forcga centrifuga ou
pressdo (SGARBIERI, 1996).

3.4.3 Capacidade de retencédo de 6leo (CRO)

A absorcdo de gordura é uma propriedade funcional muito considerada, onde a
proteina € misturada com uma quantidade especifica de excesso de gordura por um
determinado tempo e, em seguida, centrifugada, sendo a quantidade de gordura absorvida,
expressa em mililitros de gordura ligada por grama de proteina. Tem grande importancia na
formulacdo de alimentos, podendo influenciar na ordem de adicdo dos ingredientes secos na
mistura, contribuindo para uma distribuicdo uniforme (FONTANA, 2007).

3.4.4 Digestibilidade das proteinas

A digestibilidade da proteina deve ser entendida como sendo a parte ou porc¢édo da
proteina que pode ser hidrolisada pelas enzimas digestivas até aminoacidos e que, portanto,
estaria disponivel biologicamente, desde que ndo houvesse nenhuma interferéncia na absorgédo
dos aminoacidos pelo organismo humano. In vitro, a digestibilidade de uma proteina é
estimada usando-se enzimas proteoliticas que agem normalmente na digestdo, procurando-se

imitar, inclusive, as condi¢des de acidez ou de pH, caracteristicas do estbmago e do intestino,
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onde a digestdo das proteinas se processa, sendo um fator importante na determinagdo do
valor nutritivo de uma proteina. Esta é avaliada pelo quociente do nitrogénio absorvido pelo
nitrogénio ingerido com a dieta, expresso em porcentagem (SGARBIERI, 1996).

A digestibilidade da proteina é determinada em funcdo da fracdo do nitrogénio
ingerido que o animal absorve. A digestibilidade verdadeira é obtida pela diferenca entre o
nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes, corrigido pela quantidade de nitrogénio
fecal excretado, quando o individuo consome uma dieta livre de proteina (PIRES et al, 2006).
Em face disto, a digestibilidade proteica torna-se importante quando se busca reduzir os
custos de producgdo, inclusive quando alimentos ndo convencionais sdo usados em
formulagdes de ragdes para animais.

Segundo REED (1984) uma proteina de alta qualidade, no caso de proteina para
dieta, significa excelente suporte de sintese protéica. Uma proteina dietética de alta qualidade
maximiza o pool de aminoacidos para prover toda a quantidade de todos os aminoacidos
essenciais. Inerente a tal definicdo hd duas condigdes: (1) uma proteina precisa conter
quantidade adequada de aminoacidos essenciais, e (2) uma proteina precisa ter boa
digestibilidade.

Nunes, Sa e Browdy (2014) apontam que, em um cendrio real, os ingredientes
disponiveis comercialmente tém quantidades significativas de fatores antinutricionais,
tornando variavel a digestibilidade das proteinas. Nas producdes de ragdes podem ocorrer
grandes perdas nutricionais nos processamentos e armazenamentos das farinhas produzidas.
Os mesmos autores apontam que qualquer excesso em determinado aminoacido ingerido pelo
animal sera catabolizado em energia, porém uma dieta ineficiente em um ou mais
aminodacidos podera conter a sintese de proteinas e comprometer o crescimento dos animais.
3.5.4.1 Perfil de amino&cidos

Embora o conteldo dos aminoacidos essenciais seja o indicador primario da
qualidade proteica, a verdadeira qualidade também depende do nivel de utilizacdo desses
aminoacidos no organismo. Dessa forma, a digestibilidade (biodisponibilidade) de
aminodacidos pode afetar a qualidade das proteinas. As proteinas alimentares de animais sao
mais bem digeridas do que as de origem vegetal (DAMODARAM, PARKIN e FENNEMA,
2010).

Os niveis de proteina estabelecidos devem ser encarados apenas como indicagdes.
De modo geral, nos niveis proteicos recomendados, as exigéncias de arginina, glicina+serina,
valina, isoleucina, leucina, histidina e de fenilalanina+tirosina sd&o normalmente satisfeitas.

Segundo Rostagno et al (2011), os niveis de aminoacidos devem ser bem aproximados dos
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recomendados, evitando-se excessos. De modo semelhante, excessos de proteinas também
devem ser evitados. O mesmo autor em suas tabelas brasileiras para aves e suinos tras que a
necessidade aminoacidica para aves é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Relagdo amino&cido/lisina utilizada para estimar exigéncias de aminoécidos de
frangos de corte.

Fases
Aminoacido 1 - 21 dias 22 — 56 dias
Dig. (%) Total Dig. (%) Total
Lisina 100 100 100 100
Metionina+Cistina 72 72 73 73
Treonina 65 68 65 68
Triptofano 17 17 18 18
Arginina 108 105 108 105
Glicina+Serina 147 150 134 137
Valina 17 79 78 80
Isoleucina 67 67 68 68
Leucina 107 107 108 108
Histidina 37 37 37 37

Fenilalanina+Tirosina 115 115 115 115
Fonte: Rostagno et al (2011).

Com relacdo a alimentacdo humana, FAO (1985) traz como requisito minimo para
adultos os dados da Tabela 4.

Tabela 4 — Padrdo recomendado de aminoacidos essenciais para as proteinas alimentares.

Aminoacido Padrao recomendado (mg AA/g de proteina)
Histidina 16
Isoleucina 13
Leucina 19
Lisina 16
Metionina + Cisteina 17
Fenilalanina + Tirosina 19
Treonina 9
Triptofano 5
Valina 13

Fonte: FAO (1985).

A qualidade nutricional de uma proteina é ideal quando contém todos os
aminodacidos essenciais em proporcfes que produzam excelentes taxas de crescimento e/ou
6tima capacidade de manutencao.

3.5 Aumento de escala

Mesmo que muitas vezes ndo é feita qualquer distingdo entre invengdo e inovacao,
as diferengas ndo sdo, definitivamente, sutis. Nem sempre é possivel transformar uma boa
ideia em uma inovacéo e coloca-lo em pratica: uma invengdo pode, por vezes, estar sem uso

por anos sem ter seu retorno financeiro em termos de realizagdo industrial e de negocio
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rentavel. A atividade de escalamento de processos representa a sintese do conhecimento
acumulado em varias fases do processo de desenvolvimento em laboratérios, tornando as
variaveis estudadas para 0s processos dominadas e possiveis de serem aumentadas em sua
quantidade, transformando o processo em escala piloto (DONATI e PALUDETTO, 1997).

Em termos ambientais, um problema grave é como fazer predi¢des para uma
dinamica populacional grande com base na informagdo obtida em pequenas escalas, pois as
tendéncias de pequena escala s&o normalmente contrariadas pelos resultados em aumento de
escala. No nivel mais fundamental, a teoria da transicdo de escala mostra que a maioria das
mudancas importantes na dindmica populacional quando da mudanga de escala pode ser
atribuida a uma interacdo entre a escala local da populacdo ndo-linear e a variacao espacial em
qualquer densidade (MELBOURNE e CHESSON, 2005).

Esta variacdo ¢ chamada de analise dimensional, definida por uma metodologia
para producdo de respostas sem dimensdes e derivando relagbes funcionais entre o que
caracterizam completamente o processo e seu produto final. Escalonar um processo demanda
a expressdo das variaveis e as respostas em uma dimensdo e a tentativa de igualar estas se
aumentando as escalas dimensionais (LEVIN, 2005).

A literatura de aumento de escala para proteinas purificadas pelo processo de
variacdo do pH ndo expde muita informacdo. Gehring et al (2011) define que através do
conhecimento das proteinas e lipidios em seu comportamento isoelétrico no meio, permite o
desenvolvimento da tecnologia de purificacdo das proteinas pela variacdo do pH em escala
laboratorial, bem como permite um aumento de escala para um processamento eficiente de
novos produtos. Chen e Jaczynski (2007) estudaram processo continuo para purificacdo de
proteinas pela variacdo do pH, incluindo em seu processo as centrifugacdes com uma taxa de
vazdo de 120 L/h.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima (MP)

As matérias-primas utilizadas para obtencdo de isolado proteico de frango (IPF)
foram cabecas de frango, subprodutos da extracdo de carne mecanicamente separada (CMS)
de frango e cortes de carcacas condenadas na evisceracdo, sendo estes considerados
subprodutos ndo comestiveis provenientes do processo de abate de frangos. A MP foi
fornecida por um abatedouro de aves localizado no interior do Estado do Rio Grande do Sul,
sendo retirada no local em caixas térmicas de poliestireno estando congelada a uma
temperatura de -8 °C. Depois foi descongelada e dosada, conforme os percentuais obtidos
junto a industria apresentados na Tabela 5, de sua composi¢cdo em relagdo ao peso vivo de
frango.

Trés amostras de farinhas de visceras de frango (FA) comerciais foram adquiridas
de empresas no Estado do Rio Grande do Sul, sendo uma das amostras proveniente do mesmo

estabelecimento abatedouro de aves.

Tabela 5 — Composi¢cdo em percentual da matéria-prima utilizada para producéo de isolado
proteico de aves.
Parte do subproduto Composicédo Subproduto (%)

Cabecas 49,4
Cortes Condenados 32,1
Subproduto extracdo CMS 18,5

Fonte: Abatedouro de aves no interior do RS.

4.2 Infraestrutura

Para o desenvolvimento do trabalho foi utilizada como infraestrutura o
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA) e o Laboratdrio de Processamento de Pescado
(LPP), ambos dependéncias da Escola de Quimica e Alimentos (EQA) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG), na cidade de Rio Grande, no Estado do Rio Grande do Sul.

A determinacdo do perfil de aminoacidos (aminograma) foi realizado no Centro
de Quimica de Proteinas (CQP) localizado na Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo, na cidade de

Ribeirdo Preto, no Estado de Sdo Paulo.
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4.3 Procedimento experimental

4.4.1 Organizagao do trabalho

O trabalho proposto esta organizado em procedimentos unitarios de avaliacéo,

sendo as metodologias desenvolvidas na sequéncia deste mesmo topico:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Caracterizagdo das trés amostras do produto comercial FA, quanto a sua composicéo
proximal (umidade, proteina, lipidios e cinzas) e os indices de qualidade como acidez,
per6xidos e substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Uma das amostras foi
entdo escolhida como comparativo quanto as caracteristicas funcionais (solubilidade,
capacidade de retencdo de &gua, capacidade de retencdo de Oleo) e nutricionais
(digestibilidade e perfil de aminoacidos) da proteina existente no produto FA.
Composicdo da MP a ser utilizada na producédo de IPF, quanto ao seu percentual em
relagdo ao peso de frango vivo, determinada através dos valores médios obtidos
juntamente a industria abatedouro de frango parceira deste trabalho, durante o periodo de
uma semana de processamento da mesma.

Caracterizagdo da MP quanto a composicdo proximal (umidade, proteina, lipidios e
cinzas) e os indices de acidez, de perdxido e TBARS.

Elaboracdo da curva de solubilizacdo das proteinas da MP para diferentes condicGes de
pH, a qual apresenta os dados do ponto de solubilizacdo acida/alcalina (PS) e determinara
o melhor ponto isoelétrico (PI) para o processo de precipitacdo da proteina.

Producdo de IPF em bancada avaliando sua composi¢do proximal (umidade, proteina,
lipidios e cinzas), rendimento do processo em massa e proteina e dos indices de qualidade
como indice de acidez, peroxidos e TBARS, e também a qualificacdo quanto as mesmas
caracteristicas funcionais e nutricionais efetuadas na caracterizacdo da FA.

Avaliacdo da possivel influéncia da forca idnica nos processos de solubilizacdo das
proteinas e de precipitacdo das proteinas em seu Pl, considerando como respostas o
rendimento em massa e composicdo proximal (umidade, proteina, lipidios e cinzas) do
IPF obtido.

Desenvolvido de um planejamento de experimentos com duas variaveis (22) na etapa de
solubilizacdo proteica, sendo estudada a velocidade e o tempo de centrifugacao,
utilizando como resposta os teores de proteina e lipidios, além do rendimento proteico e
da construgdo de superficies de resposta para a interagdo das variaveis.

Aumento de escala do processo para producdo de IPF. Do produto obtido, foi
caracterizada a sua composi¢do proximal (umidade, proteina, lipidios e cinzas) e 0s

indices de qualidade (indice de peroxidos, indice de acidez e TBARS) além da
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digestibilidade do isolado obtido, comparando-os com os resultados obtidos em escala
laboratorial.

4.4.2 Equipamentos

Freezer horizontal marca Consul modelo 530, freezer vertical marca Bosch
modelo 32, centrifuga de piso refrigerada de copos marca Hanil modelo Supra 22K,
controlador Bio-Tec-Flex marca Tecnal (pHmetro) com eletrodo Mettler Toledo Inpro
32531/SG/225, banho térmico marca Quimis, forno mufla microprocessado marca Quimis
modelo Q318M24, estufa marca DeLeo modelo A1SE, balanca semianalitica marca Marte,
pHmetro de bancada marca Quimis modelo Q400AS, banho ultratermostéatico circulador
Solotest marca Quimis modelo Q214M2, extrator de lipidios marca Quimis modelo
Q30826B, incubadora refrigerada shaker de bancada marca Cientec modelo CT712RNT,
destilador de nitrogénio marca Tecnal modelo 03611, digestor de proteinas marca Gerhard
composto de Variostat, Turbosog e Kjeldatherm, centrifuga de bancada de tubos marca
Biosystem modelo MPW350, banho térmico termoestatizado marca Brookfield modelo
TC102, agitador eixo-hélice marca Fisatom modelo 713D, agitador eixo-hélice marca IKA
Labortechnik modelo RW20DZM, refrigerador marca Refrimate, desossadora mecéanica
marca High Tech modelo HT250C, liquidificador tipo blender marca Brastemp modelo
BUAOSAZAIM, liquidificador tipo blender marca Metvisa modelo NR1322, estufa marca
Fanem modelo MOD50213-C, balanca analitica marca Marte modelo AY220,
espectrofotometro UV/VIS de bancada marca Bioespectro modelo SP-22, espectrofotémetro
UV/VIS de bancada marca Kasuaki, ultrafreezer marca Indrel modelo ITULT90D, liofilizador
marca Liotop modelo LI08, seladora marca R. Baido modelo SELAMULT, bomba de vacuo
marca Newpump modelo 1110, agitador magnético marca Fisatom modelo 752A, reator de
aco inoxidavel com jaqueta capacidade de 5 litros, reator de vidro com jaqueta capacidade de
10 litros, termémetros de alcool e de mercurio, vidrarias em geral, contentores plasticos, leito
de filtracdo, capelas.
4.4.3 Testes preliminares

Os testes preliminares consistiram na avaliacdo fisico-quimica apenas do
subproduto da extracdo de CMS bem como o isolado obtido processando esta através da
metodologia definida por Nolsoe e Undeland (2009) e adaptada por Freitas et al (2011), sem
controle da variavel temperatura do processo em vistas da tentativa de eliminacéo de calor do

processo de variagdo do pH.
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4.4.4 Preparo da matéria-prima

A MP recebida foi descongelada e separada quanto a sua origem (cabeca, corte
condenado no processo de abate ou, subproduto da extragdo da carne mecanicamente
separada) e tomada sua massa. As partes entdo foram dosadas quanto ao percentual obtido
junto a industria, conforme exposto na Tabela 5, da sua composic¢ao no subproduto em relacéo
ao peso vivo do frango, convertendo entdo em percentual sobre o montante total de amostra.
A MP foi processada em equipamento de desossa mecanica, sendo a moagem concomitante
para todas no processo e o produto obtido disposto em monoblocos pléasticos para nova
homogeneizagéo e tritura.

Apb6s, a MP foi novamente triturada em liquidificador tipo “Blender” e
homogeneizada manualmente em monoblocos de plastico. Finalizado o processo, a massa
obtida foi embalada em sacos plasticos de polietileno, selados e congelados (-18 °C) para
posterior analises. No momento das analises a MP foi descongelada em ambiente climatizado
a 4 °C por um periodo maximo de 24 h e novamente triturada em liquidificador tipo
“Blender” antes da sua utilizagdo nas analises e processos realizados neste trabalho.

4.45 Processo de extracao das proteinas

A metodologia de extracdo das proteinas em bancada foi definida por Nolsoe e
Undeland (2009) e adaptada de Freitas et al. (2011) e seu fluxograma é demonstrado na
Figura 5.
4.4.4.1 Homogeneizacao

Previamente ao processo de homogeneizacdo, a agua destilada utilizada foi
resfriada a temperatura préxima a zero grau para manutencao da temperatura baixa necessaria
ao processo. A MP entdo foi homogeneizada com parte da agua destilada resfriada em
liquidificador tipo “Blender” por 2 minutos. Apds, a mesma foi acondicionada em reator de
aco inoxidavel com jagqueta acoplado em banho ultratermostatico, para manutencdo da
temperatura do meio em até 4 °C e utilizando agitador eixo-hélice com rotacdo de 100 rpm
para homogeneizacao total da MP com a &gua destilada resfriada, conforme demonstrado na

Figura 6. A proporc¢do de dgua e MP utilizada foi de 1:9 (m/v).



Figura 5 — Fluxograma do processamento em bancada de obtencéo de isolado proteico.
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Figura 6 — Equipamentos utilizados para o processo de variagdo de pH.
}

bl

Fonte: o autor.

4.4.4.2 Solubilizacao das proteinas

A solubilizacdo das proteinas ocorreu em meio alcalino com pH indicado de 11,0.
Como agente alcalinizante do meio, utilizou-se NaOH 1 M até que o meio atingisse o pH
indicado, utilizando-se potencidmetro de bancada. Apos estabilizacdo do pH, a mistura
permaneceu em agitacdo constante a 100 rpm pelo periodo de 20 minutos em sistema
composto por agitador eixo-hélice e termémetro, com a manutencdo da temperatura maxima
de 242 °C com auxilio de banho ultratermostéatico.
4.4.4.3 Centrifugagéo |

Finalizado o periodo da solubilizacdo das proteinas, a mistura foi retirada do
reator e disposta em tubos de centrifuga para etapa de centrifugagdo. A primeira centrifugagédo
ocorreu a velocidade maxima do equipamento (14308 xg) durante 20 minutos em centrifuga
refrigerada de piso de copos a uma temperatura maxima de 4 °C. Nesta etapa ha a separacéo

de trés fases: inferior (solida), contendo as proteinas e materiais insolliveis no processo; fase
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intermediéria (liquida), contendo as proteinas soltveis (miofibrilares e sarcoplasmaéticas); e a
fase superior, contendo os lipidios neutros.

Apos centrifugacdo, com auxilio de espéatula, foi retirado o sobrenadante (lipidios)
e efetuou-se uma filtracdo qualitativa, permanecendo para 0 processo subsequente apenas a
fase liquida, a qual contém as proteinas solubilizadas. As outras duas fases, correspondentes
ao material insoltvel e aos lipidios, foram pesadas e descartadas.
4.4.4.4 Precipitacdo das proteinas

A fase intermediéaria (liquida), que foi obtida na centrifugacao I, correspondente as
proteinas sollveis no processo, foi entdo submetida a precipitacdo isoelétrica da proteina
utilizando HCI 1 M como agente acidificante do meio a um pH de 5,25, com auxilio de
pHmetro de bancada, por um periodo de 20 minutos com agitacdo constante de 100 rpm em
um sistema composto por um agitador eixo-hélice e termémetro, mantendo-se a temperatura
maxima de 2+2 °C com auxilio de banho ultratermostéatico.
4.4.4.5 Centrifugagéo 11

Terminado o periodo da precipitacdo isoelétrica, a mistura foi retirada do reator e
disposta em tubos de centrifuga para etapa de centrifugacdo. A segunda centrifugacdo foi
realizada a velocidade centrifuga maxima do equipamento (14308 xg) por um periodo de 20
minutos em centrifuga refrigerada de piso de copos a temperatura maxima de 4 °C, para
separar a fracdo liquida da fracdo solida ou proteica, facilitando a coleta das proteinas
precipitadas.
4.4.4.6 Obtencéo de isolado proteico umido

O precipitado obtido (IPF) foi disposto em frascos para posteriores avaliaces
fisico-quimicas e tecnoldgicas. As determinacdes fisico-quimicas procederam com o produto
Umido. Ja para as determinacGes quanto a qualidade do IPF obtido (indices de acidez,
peréxidos e TBARS) e as caracterizacbes nutricionais (digestibilidade e perfil de
aminodacidos) e funcionais (solubilidade, capacidade de retencdo de agua e de 6leo), o IPF
passou por processo de ultracongelamento a temperatura de -80 °C por 48 horas e liofilizacéo
em liofilizador, por 48 horas com pressdo 5 umHg, para manutencdo das caracteristicas das
proteinas e dos lipidios a serem avaliados.
4.4.6 Avaliacdo da centrifugacdo no processo de extracdo das proteinas

Visto que o objetivo deste trabalho foi fazer um aumento de escala do processo
laboratorial de variagcdo do pH para obtencdo de isolados proteicos de frango e, a etapa de
centrifugacdo | é de suma importancia para efetividade de separacdo dos componentes

indesejaveis ao produto final IPF (como gorduras, matéria mineral e materiais insollveis),
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efetuou-se o estudo de variaveis desta etapa para sua avaliacdo de efetividade. As variaveis
independentes (fatores) foram & velocidade centrifuga (xg) e o tempo de centrifugacdo
(minutos) e como variaveis dependentes (respostas) os teores de proteina e gordura, além do
rendimento proteico do IPF obtido. Foi entdo desenvolvido um planejamento experimental
fatorial do tipo 22, onde a Tabela 6 apresenta as variaveis utilizadas e seus niveis codificados.

Tabela 6 — Variaveis utilizadas no planejamento experimental para obtencdo do isolado
proteico de frango.

Variaveis reais

Variaveis Codificadas - -
Velocidade Centrifuga (xg) Tempo (min)

-1,41 9000 15
-1 10883 18,55
0 11656 20
+1 12426 21,45

+1,41 14308 25

A velocidade centrifuga definida para o ponto axial positivo (+1,41) foi de 14308
Xg, valor este maximo do equipamento centrifuga das dependéncias do LTA para o rotor e 0s
copos disponiveis neste equipamento. Fixou-se o tempo de 20 min para o ponto central (0),
face este ser o descrito pela metodologia de Freitas et al (2011) em seu processo. Para medir a
eficacia do processo, devemos avaliar em conjunto trés respostas: rendimento do processo,
teor de proteina obtida e reducdo de lipidios da matriz. O ideal de processo € buscar um
elevado rendimento, com teor de proteina acima de 80% e reduzido teor de lipidios, tornando
desnecessarios cuidados posteriores ao produto obtido, como uso de antioxidantes.

Como sequéncia desse planejamento, ap0s andlise estatistica utilizando o
programa Statistica 5.0, foi efetuada avaliacdo das variaveis significativas no processo de
isolamento das proteinas e, em caso de conformidade dos testes estatisticos, foi desenvolvida
superficie de resposta do processo.

4.4.7 Aumento de escala no processo de variacao do pH

Para 0 aumento de escala do processo de variacdo do pH, foi feito um acréscimo
de quatro vezes o processo de bancada, utilizando-se 800 g de MP em reator encamisado de
10 L, para a producgéo utilizando metodologia proposta por Nolsoe e Undeland (2009) e
adaptada por Freitas et al. (2011) para o processo de varia¢do de pH. Foram avaliadas como

respostas do processo o rendimento de processo, teores de proteina, umidade, lipidios e
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matéria mineral; as propriedades de qualidade como indice de acidez, indice de perdxidos e
TBARS, além da digestibilidade da proteina apresentada pelo isolado proteico.
4.4 Metodologia analitica
4.4.1 Solubilidade das proteinas

A solubilidade das proteinas da MP utilizada foi determinada de acordo com o
método adaptado utilizado por Tadpitchayangkoon, Park e Yongsawatdigul (2010), com
variacdo de pH (2; 3; 4; 4,5; 5; 5,25; 5,5; 5,75; 6; 7; 9; 11 e 12). Pesou-se 0,5 g de amostra em
um béquer de 50 mL, tomando-se cuidado para ndo haver partes solidas (fragmentos 6sseos)
na amostra para ndo distorcer os resultados. Adicionou-se entdo 2 mL de cloreto de sodio
(NaCl) 0,1 M, homogeneizando com auxilio de bastdo de vidro e apds adicionou-se 48 mL de
agua destilada. O pH foi ajustado com acido cloridrico (HCI) e hidroxido de sodio (NaOH)
em concentragdes de 0,1 M e 1 M respectivamente, com auxilio de pHmetro de bancada. A
suspensdo foi mantida em agitacdo por 30 minutos com agitador magnético, mantendo-se o
pH constante conforme a faixa analisada. Mediu-se o volume final apds agitagdo com auxilio
de proveta e em seguida centrifugou-se a dispersdo a 8667 xg por 20 minutos em centrifuga
de tubos. O sobrenadante foi filtrado e o teor de proteina soltvel foi determinada pelo método
de Folin-Ciocalteau de acordo com Lowry et al. (1951) adaptado em espectrofotémetro
UV/VIS com comprimento de onda de 660 nm. A solubilidade (S) da proteina foi calculada
conforme a Equacéo 1. Para o calculo de proteina no sobrenadante utilizou-se curva padrao de

albumina variando de 0,0417 a 0,417 mg de albumina/mL.

Proteina do Sobrenadante
S (%)=—— x 100 1)
Proteina presente na amostra

Os valores de baixa solubilidade foram reafirmados por método de adicao
sucessiva da proteina do extrato obtido juntamente com adicdo de uma solucdo de
concentracdo conhecida de albumina de 0,2496 mg.

4.4.2 Avaliacdo de sais no processo

Utilizando a mesma metodologia proposta Nolsoe e Undeland (2009) e adaptada
por Freitas et al. (2011), foram feitos trés ensaios, adicionando-se sais aos processos de
solubilizacdo e de precipitagcdo isoelétrica, buscando avaliar a possivel influéncia da forca
idnica (salting-in e salting-out) no processo de isolamento proteico.

Conforme descrito por Timashef e Arakawa (1988) para conceituar os efeitos de

salting-in, para este ensaio durante a solubilizacdo proteica foram preparadas duas solucGes
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salinas de NaCl, sendo uma com 0,25 M e outra com 0,5 M em substituicdo a dgua destilada
utilizada no processo, utilizando como respostas o rendimento em massa e os teores de
umidade, proteina e lipidios do IPF obtido.

Para 0 ensaio de avaliacdo de salting-out, durante o processo de precipitacao
isoelétrica, o volume de mistura foi medido em provetas e entdo foi adicionada a quantidade
salina de NaCl necesséria para torna-la uma solucdo com 1,25 M, efetuando a mistura do sal
até total solubilizacdo e entdo o mesmo foi processado na etapa de precipitacdo isoelétrica
normal. Timashef e Arakawa (1988) afirmam que para que ocorresse o efeito de salting-out o
meio deve conter acima de 1 M de sais dissolvidos. Como respostas foram utilizadas o
rendimento em massa, 0s teores de umidade, proteina e lipidios do IPF obtido.

4.4.3 Rendimento do processo

O rendimento do processo foi calculado através da relacdo entre a massa de IPF
seco obtido e a massa da MP seca utilizada no processo, conforme descrito por Freitas (2011)
e definido pela Equacéo 2.

Massa seca de IPF
Massa seca de MP X
Para efeito comparativo também foi calculado o rendimento proteico em base seca

Rendimento massa (%)= 100 (2)

do processo, sendo considerado pela Equacéo 3.

Rend t teico (%)= Massa proteina seca do IPF 100 (3)
endimento proteico (%)= Massa de proteina seca da MP X

4.4.4 Composicao Proximal

A composicdo proximal foi desenvolvida conforme as metodologias descritas por
AOAC (2000), para umidade em estufa a 105 °C (método 950.46), para proteina bruta pelo
método micro-Kjeldahl (fator de conversdo 6,25) (método 928.08), para lipidios totais em
extrator de Sohxlet (método 960.39) e, para matéria mineral com incinera¢do em mufla a 550
°C (método 920.153).
4.45 Indice de Acidez

O indice de acidez foi determinado segundo metodologia indicada pela Portaria n°
108 (BRASIL, 1991), onde a amostra diluida em alcool etilico neutralizado é homogeneizada
por um periodo de 45 minutos, filtrada e entdo titulada com solu¢cdo de NaOH padronizada
0,092 M até ponto de viragem e através do volume de hidroxido utilizado, calcula-se o indice

de acidez em meq/g através da Equacéo 4.

) (volume hidroxido amostra — volulme do branco)x molaridade hidroxido 4
[.Acidez= (4)

massa da amostra utilizada
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4.4.6 Indice de Peroxidos

O indice de peroxidos foi analisado segundo metodologia indicada pelo Instituto
Adolfo Lutz (ITAL, 2008), onde a gordura da amostra foi extraida com solventes organicos
pela metodologia de Bligh e Dyer (1959). A solugdo de gordura entdo é recolhida em funil de
separacdo, filtrada e medido seu volume de filtrado. Do filtrado foi retirada uma aliquota, a
qual foi reagida com acido acético P.A. adicionada de solucéo saturada de iodeto de potéssio
(KI) e entdo titulada com solugdo de tiossulfato de sodio padronizado 0,1 M até que a
coloracdo amarelada diminua. Adiciona-se solugdo de amido 1% e continua-se a titulacdo até
desaparecimento da coloragdo azul, considerando o volume de tiossulfato utilizado para o

célculo do indice de peroxidos, conforme descrito na Equag&o 5.

. .. (volume tiossulfato amostra — volume do branco) x molaridade tiossulfato
[.Perdxido= ()

massa amostra ]
(Volume filtrad 0) x aliquota de amostra

4.4.7 Indice de substancias reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

O célculo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico foi determinado
segundo a metodologia Vyncke (1970), que consiste em medir a formacdo do produto da
reacdo de oxidacdo (malonaldeido), efetuando uma solubilizacdo da amostra em &acido
tricloroacético (TCA) 7,5%, para depois filtrar e centrifugar a amostra retendo os solidos,
reagir & mesma com acido tiobarbiturico (TBA) 0,02 M em meio aquecido a 80 °C por 30
minutos, e apds isso se efetuou a leitura em espectofotémetro UV/VIS a 538 nm, expressando
os resultados em mg de malonaldeido (MDA) por g de amostra. Para o calculo, foi preparada
uma curva padrdo utilizando-se como padrdo o tetraetoxipropano (TEP) variando a
concentracdo de 7,2x10® a 7,2x10™ mg de TEP/mL.

4.4.8 Solubilidade do IPF e Capacidade de Retencédo de Agua (CRA)

A solubilidade do IPF foi determinada segundo método adaptado de Fonkwe e
Singh (1996), onde tomou-se a massa de 0,5 g da amostra e foi adicionado 50 mL de agua
destilada. As dispersbes foram dispostas em agitador magnético por 30 minutos com
mensuracdo continua do pH com auxilio de potencidmetro de bancada. O pH foi ajustado para
3,5 7,9 e 11 com auxilio de HCI e NaOH 0,1 a 1 M. Apo6s término, a dispersdo foi
centrifugada em centrifuga de tubos a velocidade de 8667 xg por 25 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em cadinho sinterizado previamente tarado, sendo o volume de sobrenadante
mensurado em proveta. As aliquotas do sobrenadante foram tomadas para identificar a

quantidade de proteinas sollveis pelo método adaptado de Lowry et al. (1951) em
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espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 660 nm. Para o célculo de proteina no
sobrenadante utilizou-se curva padrdo de albumina variando de 0,0417 até 0,417 mg de
albumina/mL. A percentagem de solubilidade foi calculada conforme Equagao 1.

A capacidade de retencdo de agua se deu por gravimetria entre a massa obtida no
cadinho sinterizado dividido pela massa de proteina da amostra em todos os pH analisados,
mensurando a quantidade de &gua absorvida no processo, sendo esta calculada pela Equacéo
6.

CRA (%)= Massa do cadinho sinterizado — tara do cadinho 100 (6)
o Massa da amostra x proteina da amostra *

4.4.9 Capacidade de retenc¢do de 6leo (CRO)

Para determinacdo da CRO foi utilizada a metodologia descrita por Fonkwe e
Singh (1996), onde foram tomados 0,59 de amostra e adicionados 20 mL de 6leo de soja
(marca Soya, Bunge, Rondonopolis, MT, Brasil). A mistura foi agitada com auxilio de
agitador magnético por 30 minutos e centrifugada em centrifuga de tubos a 8667 xg por 25
minutos. A diferenca entre o volume de 6leo adicionado e o volume de 6leo ndo retido foi
considerada como o volume de 6leo retido e foi expressa como a quantidade de 0Oleo retido

por grama de proteina presente no produto, de acordo com a Equacéo 7.

Volume de 6leo retido
CRO (%)= ——x100 (7)
massa de proteina

4.4.10 Perfil de aminoacidos

Os solventes utilizados para a separacdo dos aminoacidos foram: solvente A -
acetato de sddio (NaAc) 0,14 M com 0,06% de trietilamina (TEA), pH 5,7 (filtrado em
membrana 0,45um) e solvente B - Acetonitrila (AcN) e agua na proporcéao de 60:40 (v/v). Os
aminoacidos foram separados segundo o protocolo de separacdo desenvolvido por
BIDLINGMEYER, COHEN & TARVIN (1984).

Para este tipo de separacdo utilizou-se uma coluna C18 Pico-Tag Waters com
dimensdes de 3,9x150 mm. A cromatografia foi desenvolvida a temperatura constante de
38,0+0,1 °C, em equipamento CM4000 da Laboratory Data Control (Milton Roy Co.), com
sistema de bombas binarias, espectrofotobmetro com comprimento de onda fixo em 254 nm e
célula de fluxo continuo de 10 pL.

Os dados foram coletados em um computador com o programa ThermoChrom |11,
da Thermo Separation Products. Um gradiente crescente de acetonitrila foi utilizado para esta

separagdo, ver Tabela 7, com um fluxo de 1,0 mL/min. A existéncia de um tempo de
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equilibrio de 10 minutos em 5% de solvente B logo apds a limpeza da coluna com 100% do
solvente B € critico para haver reprodutibilidade dos tempos de eluicdo dos derivativos
feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-aa).

O método utilizado no Centro de Quimica de Proteinas apresenta um coeficiente
de variacdo entre duplicatas <10% (critério de confianga do método). A curva dose-resposta
do padrdo apresenta uma relacéo linear entre a area do pico e a quantidade de amino&cidos
derivados na faixa de 25 a 2500 pmol de cada amino&cido aplicado na coluna.

Tabela 7 — Gradiente de separacdo para a eluicdo dos feniltiocarbamil-aminoécidos (PTC-aa)

TeMPO o4B Fluxo (mU/min) &P 068 Fluxo (mL/min)
(min.) (min.)

0,0 10 1.0 100 54 1.0

22 15 1.0 115 100 1.0

25 17 1.0 120 100 1.0

30 21 1.0 123 100 15

55 26 1.0 17.0 100 1.0

60 35 1.0 175 10 1.0

65 36 1.0 275 10 1.0

8,0 42 1,0

4.4.11 Digestibilidade das proteinas

A avaliacdo da digestibilidade proteica dos isolados obtidos procedeu-se segundo
descrito na metodologia indicada pela Portaria n° 108 (BRASIL, 1991), onde 1 g da amostra
passou por digestdo em meio acido com acdo da enzima pepsina 1:10000 a 0,2%, pelo periodo
de 16 h em agitador tipo “Shaker* com temperatura controlada de 45 °C e agitagao 100 rpm.
Finalizado o periodo, a amostra foi filtrada a vacua em cadinho sinterizado contendo 1a de
vidro previamente tarado. O erlenmeyer onde se deu a digestdo foi lavado por 3 vezes com
agua destilada aquecida a 45 °C e duas vezes com acetona P.A. passando todas as lavagens
pelo leito de filtragem do cadinho sinterizado. Os cadinhos entdo foram dispostos em estufa
DeLeo a 105 °C pelo periodo de 1 hora, sendo o valor de digestibilidade obtido através da
diferenca de massa obtida no cadinho e a massa de amostra inicial, conforme descrito na

Equacéo 8.

. o massa final-tara cadinho
%Digestibilidade= x100 (8)
massa amostra
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4.6 Andlise estatistica

Foram calculadas as analises de variancia (ANOVA) e o teste t e de Tukey para
determinar diferencas significativas de todas as propriedades obtidas para MP, FA e IPF, no
intervalo de 95% de confianca.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Testes preliminares

Em vista de que o0 processo de extracdo da carne mecanicamente separada (CMS)
de frango consiste na desossa mecénica de cortes de frango, em seu grande montante o dorso,
com ou sem pescogco e, com ou sem gordura abdominal, gera-se o produto CMS e o
subproduto da sua extracdo. O dorso de frango consiste em um corte provindo da desossa
quase total, ainda contendo carne aderida, onde ainda se pode extrair em torno de 78% de
carne para obtencdo da CMS e posterior uso em produtos industrializados a base de carne
(OLIVO, 2006).

Como teste preliminar deste trabalho, foi avaliado como MP apenas o subproduto
do processo de extracdo da CMS, para tanto foi realizada a avaliagdo da composicéo proximal
desta MP, fornecido pelo mesmo frigorifico que cedeu o material proposto neste estudo. A
Tabela 8 apresenta os resultados para a composi¢do proximal do subproduto da extracdo da

carne mecanicamente separada de frango bem como do isolado proteico obtido a partir desta.

Tabela 8 — Composicdo proximal do subproduto da extracdo da carne mecanicamente separada
de frango e do isolado proteico obtido a partir desta.

Componente* (g/100 g)

Amostra Mateéria FEEITS T
Proteina Gordura Mineral Carboidratos**  Massa (%)
Subproduto 42,613,2 18,6+0,7 38,5+3,5 0,3 -
Isolado 65,4+1,2 17,940,9 2,640,2 14,1 40,0

* Valores para 0s componentes expressos em base seca (B.S.)
** Carboidratos calculados por diferenga.

Os resultados apontaram que a MP proposta inicialmente apresentava-se como
boa fonte de proteinas com 42,6% e com teor de lipidios como baixo componente (18,6%),
apresentando teor de cinzas de 38,5%.. A baixa incidéncia de gordura se dé, visto que a maior
parte da gordura abdominal aderida ao dorso no processo de extragdo prossegue juntamente
com a CMS. Seu alto contetdo mineral se da, visto que este subproduto € em quase sua
totalidade ossos e cartilagens de frango com residuos de carne aderida no processo de
esmagamento.

Os dados obtidos apontam que o IP ndo se comportou como isolado proteico e
sim, como um concentrado proteico, visto que o teor de proteinas minimo para um produto
ser considerado isolado proteico seria de 90%. N&o houve reducdo lipidica significativa, visto

que, neste teste de bancada, ndo foram tomadas todas as exigéncias de processo de varia¢do
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de pH quanto a temperatura do meio (4 °C). A reducdo significativa do processo foi na
matéria mineral, o que reforca o afirmado por Park et al (2003), que h4 uma grande remogao
de partes sélidas insoluveis devido a centrifugacdo na etapa anterior a precipitacdo proteica
em seu ponto isoelétrico. O rendimento do processo em massa ficou em 40%, o0 que ndo
apresentaria grande valia em processo industrial, visto que o rendimento de obtencdo de
farinhas é de 47%, conforme Costa, Romanelli e Trabucco (2008), sendo que 0S mesmos
apontam que o rendimento de massa entre visceras e farinha é de 14%.

5.2 Farinha de Visceras

A farinha de visceras € hoje comercialmente um produto utilizado para compor
racio animal para granjas (animais de abate) e para animais de estimagio (pet food). E obtida
através de processo de cocgcdo de subprodutos do abate de frango, em reatores com
temperatura controlada. Esta farinha representa aproximadamente 3,3% do peso vivo de
frango (SABINO e FINZER, 2006).

De acordo com o descrito, foi adquirida farinha de visceras obtendo-se os valores
de composicdo proximal em base seca exibidos na Tabela 9. Pode-se visualizar que todos 0s
valores estdo condizentes com a legislacéo vigente, exibida na Tabela 1 (BRASIL, 1988), que
exige minimo 50% de proteina bruta e umidade maxima de 8%, estando estas aptas para
serem comercializadas nos padrdes nacionais. Os valores baixos de umidade sdo importantes
para a manutencdo do controle microbiolégico do produto, ndo necessitando nenhum tipo de
conservacdo durante sua vida atil. Os teores proteicos sdo considerados de proteinas

concentradas, visto ndo alcancarem os 90% para serem considerados isolados proteicos.

Tabela 9 — Composicdo proximal das farinhas de visceras comerciais em base seca.

x Componente (g/100 g)
Amostra Proteina Lipidios Matéria Mineral Carboidratos**
A 67,0£3,6 22,015 10,240,2 0,8
B 72,6+1,4 19,3+4,1 9,740,1 0,0
C 67,516 17,8116 15,040,2 0,0

* Cada letra diferente, identifica fornecedor diferente.
** Carboidratos calculados por diferenga.

O teor de matéria-mineral demonstra a quantidade de residuos 6sseos e cartilagens
que passaram pelo percolador apds o processo de hidrélise, demonstrando que ndo ha muita
efetividade neste tipo de separacdo fisica em relacdo a um processo de centrifugacdo. Estes
podem causar um rejeito por parte do animal a racdo proposta por conta de fragmentos e 0s

chamados “finos”, sugerindo-se utilizar granulometria de no minimo Tyler 6 (3,4 mm).
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O teor de lipidios € um ponto chave para farinhas, pois devido a oxidacéo lipidica
destes compostos, torna-se necessario o uso de antioxidantes para manutencao da vida util dos
mesmos ante a oxidacdo (SILVA, 2009). A oxidagédo das gorduras pode causar danos no trato
digestivo do animal durante o processo de criacdo e manejo, diminuindo as capacidades de
absorcdo dos nutrientes e das proteinas e, consequentemente, o desenvolvimento de peso no
mesmo (BELLAVER, 2005).

Os dados obtidos para as analises de composi¢do proximal condizem com o0s
expostos por Rostagno et al. (2011) em suas tabelas brasileiras para aves e suinos de
composi¢do de alimentos e exigéncias nutricionais. Ja Fernandes (2011) encontrou valores
médios bastante proximos para proteina (68%), lipidios (14,4%) e matéria mineral (13,6%)
em visceras de um mesmo frigorifico em diferentes estacdes do ano.

Costa, Romanelli e Trabucco (2008) analisaram a producdo em laboratério de
farinhas de visceras de frangos, avestruzes e emas, obtendo para as farinhas de frango valores
de 5,5% de umidade, 60,7% de proteina, 27% de lipidios e 4,3% de matéria mineral. Os
resultados de matéria mineral diferenciam-se dos obtidos nesta dissertacdo, visto que no
processamento, os autores ndo utilizaram os subprodutos da extracdo da CMS, como
corriqueiramente as industrias o perfazem, acarretando no aumento do conteddo mineral pela
sua grande porc¢éo de 0ssos e cartilagens.

A Tabela 10 demonstra os valores obtidos para os indices de qualidade (acidez,

peréxidos e TBARS) das farinhas de visceras de frango.

Tabela 10 — indices qualitativos das farinhas de visceras de frango comerciais.

Armostra® Indice Acidez  Indice Peroxidos TBARS
(meqg/g Amostra) (meg/g Amostra) (mg MAD/g Amostra)
A 2,010,1 0,049+0,0 0,128
B 1,6£0,0 0,002+0,0 0,041
C 1,940,1 0,003+0,0 0,089

* Cada letra diferente, identifica fornecedor diferente.

Ao se verificar os padrbes estabelecidos pela legislacdo nacional descrita por
BRASIL (1988), podemos afirmar que o indice de acidez das farinhas analisadas apresenta-se
dentro do limite maximo determinado que é de até 5 meg/g Amostra. Resultados na mesma
faixa (1,5 a 2,0) foram encontrados por Fernandes (2011) para farinhas de visceras em

diferentes condigdes climéticas durante o ano.
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Os valores para o indice de perdxidos sdo bons indicadores quanto ao grau de
oxidacdo dos lipidios e sua estabilidade durante a vida util, porém, como j& descrito, as
farinhas comerciais sdo adicionadas de antioxidantes como coadjuvantes na sua manutencao
pelo periodo de tempo de sua vida til. O indice de TBARS néo é convencional para medigdo
em farinhas ou produtos de animais terrestres. Os valores obtidos nas analises ndo
acompanham os valores do indice de peroxidos. As metodologias de analise séo
complementares: enquanto o indice de peroxido mede o grau de oxidacdo das gorduras, o
indice TBARS mede a formac¢do do produto dessa oxidacdo (malonaldeido). Costa, Romanelli
e Trabucco (2008) encontraram valores de TBARS de 0,15 mg MAD/g de Amostra e de
acidez de 9,4 meq NaOH/g em farinha de visceras processadas pelos proprios autores, valores
que estiveram acima dos encontrados neste trabalho.

5.3 Composicdo do subproduto em relagdo ao peso vivo e caracterizagdo fisico-
guimica

Como o subproduto da carne mecanicamente separada € uma cOmMpOSicao
diminuta presente no subproduto de um abatedouro e, como 0 seu rendimento de massa em
base Umida de IP obtido foi de 40%, mesmo sem avaliacdo profunda de custos, 0 processo
tornar-se-ia aparentemente inviavel, sendo necessaria uma grande quantidade de matéria-
prima para justificar seu processamento em uma planta fabril. Em face disso, sugeriu-se
primeiramente utilizar todo o subproduto ndo comestivel de um abatedouro de frangos, que
convencionalmente é convertido através de processos de coccdo em farinha de visceras.

Em parceria com um frigorifico do Estado do RS, obteve-se dados produtivos, a
fim de quantificar em percentuais o subproduto ndo comestivel em cima do peso vivo do
frango. Obtém-se entdo os valores descritos na Tabela 11, tomando-se por base o peso vivo de
frango em 1,475 kg, valor informado como peso médio de frango em um abate diario de

40.000 aves, conforme dados do estabelecimento produtor parceiro.

Tabela 11 — Resultados obtidos junto a industria para rendimentos do abate de frango.

Parte do Massa de Percentual do Composicéo
subproduto subproduto (KQ) subproduto (%) Subproduto (%)
Visceras + Penas 7670 13,0 76,3
Cabecas 1180 2,0 11,8
Cortes Condenados 767 1,3 7,6
Subproduto 4425 0.8 4.4

extracdo CMS

Pode-se verificar que o pacote total de subproduto perfaz o valor de 17,1% em

relagdo ao peso da ave viva, valor que condiz com o apresentado por Olivo (2006), sendo que,
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destes valores, 8,5% corresponde as penas e 6,5% corresponde as visceras. O referido autor
comenta que a estimativa da producdo de subprodutos avicolas parte do seguinte principio: o
rendimento de peso da carcaca de frangos, a partir do peso vivo, € de aproximadamente 75%
(ave viva — subprodutos), sem considerar a absor¢cdo de dgua que ocorre nos processos de
resfriamento em chiller. Assim, para a obtencdo da carcaga com miudos comestiveis, 0
rendimento é de aproximadamente 83%, ou seja, aproximadamente 17% da ave constituem-se
em residuos ndo comestiveis.

Ja conforme Picchi (1994) citado por Ferroli et al (2001) é facil calcular a
quantidade de subprodutos gerada em um abatedouro, bastando considerarem-se as seguintes
porcentagens sobre o peso da ave viva: penas (7,47%), sangue (0,79%), visceras (7,16%),
condenacdes sanitarias (1,21 %) e residuos (0,37%).

Com base nos dados expostos na Tabela 11 para percentuais da composicdo do
subproduto, foram solicitadas ao frigorifico, parceiro deste estudo, as amostras para compor a
matéria-prima, obedecendo aos valores descritos para percentuais sobre 0 montante total do
subproduto. A matéria-prima entdo utilizada para a producao de isolado proteico foi composta
primeiramente de visceras, cabecas, cortes condenados no processo de abate e residuos da
extracdo de CMS. Estes foram recebidos nas dependéncias do laboratorio e analisados quanto

a sua composicdo proximal, conforme demonstra a Tabela 12.

Tabela 12 — Composicdo proximal da matéria-prima incluindo as visceras.
Componente (g/100 g) Média

Proteina 47,7+2,7

Lipidios 40,5+3,0

Matéria Mineral 10,9+0,9
Carboidratos* 0,9

* Carboidratos calculados por diferenga.

A Tabela 12 demonstra que dispomos, de até 47% de proteina em base seca na
matéria-prima proposta, caracterizando a mesma como uma possivel boa fonte de proteinas
para um processo de isolamento de proteinas por variacdo do pH.

O teor de lipidios em base seca apresenta valores de 40%, sendo uma matéria-
prima com teor elevado de gordura, o que pode ocasionar problemas no processo de
isolamento e cuidados especiais de temperatura na solubilizacdo e na centrifugacdo I, a qual
tem por intuito eliminar a0 maximo este composto no processo, para que o produto final tenha
0 menor teor possivel de gorduras. Pelos dados obtidos, o teor de matéria mineral deve girar

em torno dos 10%, o que pode se dar visto as partes Osseas das cabegas, cortes condenados e
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dos subprodutos da extracdo da CMS, contelido este que deve ser eliminado juntamente com
as proteinas insoltveis no processo de centrifugagéo I.
5.3.1 Producéo preliminar de IPF em bancada

Seguindo a organizacdo proposta pelo trabalho, foi realizado o processo de
isolamento das proteinas pelo método referenciado Nolsoe e Undeland (2009) e adaptado por
Freitas et al. (2011), sendo composto de solubilizacdo alcalina (pH 11,0) e precipitagédo
isoelétrica a0 pH proposto pela metodologia (5,5). A massa inicial de matéria-prima
empregada foi 200 g.

Durante o processo, houve grande aglomeracdo da matéria-prima insolGvel no
eixo do agitador, pelo fato de as visceras serem compostas em sua grande totalidade de
proteinas do estroma, como paredes do estdmago, intestino, papo e traqueia, material este que
foi retirado em sua totalidade no processo de centrifugacdo |I. Apds a centrifugacdo Il do
processo, ndo houve quantidade suficiente de proteinas isoladas, provando que ha pouca
proteina miofibrilar e sarcoplasmatica na matriz proposta, conforme demonstrado na Figura 7.

~ Figura 7 — Isolado proteico obtido com a matéria-prima contendo visceras de frango.

Fonte: o autor.

Através deste resultado, obtido no primeiro processamento de IPF, alterou-se a
matriz proposta, que contém as visceras de frango, por uma nova matriz, que ndo continha
este subproduto do abate. A Tabela 13 apresenta a nova composi¢do da matriz proposta, nas
mesmas condi¢des de abate estabelecidas na Tabela 11 apresentada e, por conseguinte,
processar IPF segundo a mesma metodologia descrita Nolsoe e Undeland (2009) e adaptada
por Freitas et al. (2011).
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Tabela 13 — Composigdo do subproduto utilizado como matéria-prima para produgéo de
isolado proteico de frango.
Parte do subproduto Composi¢éo Subproduto (%0)

Cabegas 49,4
Cortes Condenados 32,1
Subprodutos extracdo CMS 18,5

A inclusdo das visceras no processo também poderia acarretar uma alta
contaminacdo da matéria-prima para obtencdo de IPF, necessitando entdo que o processo de
variacdo de pH fosse estudado também microbiologicamente. A Figura 8 apresenta os cortes
recebidos para processamento de IPF antes do preparo da MP.

-—

Fonte: o autor.

A Tabela 14 apresenta os valores obtidos para composicdo proximal do
subproduto a ser processado para obtencdo de IPF. Pode-se visualizar que, com 46% de
proteina bruta em base seca, a matriz apresenta-se interessante para isolamento das proteinas.

Tabela 14 — Composicao proximal e indices de qualidade da matéria-prima (cabecas, cortes
condenados no processo de abate e residuo da extragdo da carne mecanicamente separada).

Componente Média
Proteina (g/100 g) 46,3+0,7
A Lipidios (g/100 g) 41,4+1,5
Fisico-Quimico Materia Mineral (g/100 g) 12,9+0,8
Carboidratos* (g/100 g) 0,0
Acidez (meg/g amostra) 2,510,082

indices de Qualidade  Pero6xidos (meg/g amostra) ~ 0,0011+0,001

TBARS (mg MAD/g amostra) 0,0001
* Carboidratos calculados por diferenga.




46

Na mesma Otica da MP contendo visceras, os valores obtidos para lipidios
apontam 41% em base seca, 0 que necessitard de uma boa propor¢do na razao de agua (m/v) e
na temperatura do processamento de solubilizacdo (4 °C), para que haja uma melhor
separacgdo fisica deste componente no processo de solubilizacdo e centrifugacdo. A matéria

mineral ndo se alterou significativamente.

Verificou-se que o indice de acidez da MP est4 levemente alto, possivelmente
pelo tempo de exposicdo do abate/processamento até seu congelamento no estabelecimento
frigorifico parceiro. Os indices de peroxidos e TBARS estdo baixos, demonstrando que ndo
houve dano oxidativo nos lipidios da MP durante os processos de coleta e congelamento no
abatedouro, descongelamento e processamento nas dependéncias do laboratorio. Segundo
Olivo (2006), todos os residuos oriundos de estabelecimentos frigorificos s&o de
responsabilidade dos mesmos e devem ter seu processamento em até 24 horas a partir do
abate e colheita, permitindo tempos maiores apenas em caso de estocagem frigorifica a 10 °C.,
O mesmo autor ressalta que o tempo de processamento € de vital importancia para a qualidade
do produto acabado.

5.4  Solubilizacéo das proteinas

A definicdo de solubilidade de proteinas € o percentual do total das proteinas que
foram extraidas por agua ou solvente em condicdes especificas. Um dos maiores fatores
influentes na solubilizacdo das proteinas em condi¢fes aquosas € o pH da solucdo. Em
condicdes alcalinas ou 4cidas, as proteinas sdo carregadas negativa e positivamente,
respectivamente, levando a uma repulsdo entre as moléculas de proteinas, o que causa um
aumento de solubilidade das mesmas (KRISTINSSON, 2001). Ante ao descrito, efetuou-se
um estudo de solubilidade das proteinas da MP estudada, com o intuito de determinar o ponto
isoelétrico (PI) para o processo de solubilizacao e da precipitacdo das proteinas.

O mesmo autor indica que, por outro lado, em pH proximos a neutralidade, as
proteinas ndo carregam cargas especificas; a interacdo entre proteina-proteina aumenta,
precipitando as mesmas no meio. Para o processo de extracdo proteica por variagdo do pH,
esta caracteristica é fundamental para a efetividade do processo. A Figura 9 apresenta a curva
de solubilizacdo das proteinas obtida com a MP estudada.

A partir da Figura 9, visualiza-se o0 seu comportamento em forma de U e pode-se
notar bem distintamente a caracteristica descrita por Kristinsson (2001) nos quais, em meios
de pH é&cidos ou alcalinos, alcanga-se os maiores pontos de solubilidade das proteinas,

chegando 89% em meio acido e 80% em meio alcalino. Este comportamento também foi
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visualizado na Figura 1. Moraes (2009) e Omana et al. (2010) apresentaram uma curva de
solubilizacdo proteica de comportamento igual ao deste estudo, com melhores pontos de
solubilizacdo em pH 3 e 11, utilizando como MP carne mecanicamente separada de frango e
coxas e sobrecoxas de frango, respectivamente. Ja Hrynets et al. (2011) obtiveram resultados
invertidos quanto aos meios, sendo o meio alcalino de maior e o meio acido de menor
solubilizacéo das proteinas.

Figura 9 — Curva de solubilizagdo de proteinas da matéria-prima x pH do meio
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O ponto de menor solubilidade, ou seja, o ponto isoelétrico (PI) deu-se no valor de
5,25, com 15% de solubilizacdo proteica. Estes valores obtidos se ddo pela presenca de
aminodacidos livres e nitrogénio ndo proteico. Valores semelhantes aos obtidos foram
apresentados nas curvas de solubilizacdo por Omana et al. (2010) (Pl = 5,5) para coxas de
frango e Hrynets et al. (2011) (Pl = 5,5) para CMS de peru. Os valores de baixa solubilizacédo
de proteina foram confirmados com metodologia de adicdo sucessiva, juntamente com
solucdo conhecida de albumina.

Com o comportamento de pH obtido, definiu-se o processo de variacdo do pH
para o subproduto proposto, utilizando-se solubilizagdo alcalina em pH 11,0 e precipitacdo
isoelétrica em pH 5,25. O motivo da escolha do pH 11,0 para solubilizacdo se da em vista o

meio &cido aumenta a susceptibilidade para oxidag&o lipidica do meio, conforme descreve
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Kristinsson (2001) e confirmado por Kristinsson e Liang (2006) que apresentaram resultados
de oxidacdo maiores do produto obtido em meio acido em relacdo ao meio alcalino. Ja a
escolha do pH 5,25 foi pelo menor ponto de solubilidade obtido na curva apresentada na
Figura 9, condizendo com a literatura estudada.

Kristinsson e Demir (2003) efetuaram estudo no indice de TBA de isolados em
meio &cido, alcalino e surimi, obtendo resultados de maior oxidacdo em meio &cido, seguido
do meio alcalino e por final surimi, esta ndo oxidando devido a retirada da hemoglobina em
seus processos de lavagem. J& Kristinsson et al. (2005) demonstraram que 0 uso de
solubilizacdo alcalina desnaturou em menor quantidade a proteina obtida em relacdo a
solubilizacdo &cida das proteinas.

5.5 Producédo de IPF em bancada (IPFB)

O processo de variagdo de pH € uma metodologia utilizada para obtencdo de
proteinas mais puras em pescados e residuos de pescados bem como em matrizes vegetais,
poréem este estudo demonstra que também é possivel a utilizacdo desta metodologia para
subprodutos de outras fontes sendo aquaticas, como subprodutos do abate de frangos. Alguns
estudos demonstram a melhor qualidade proteica em obtengdes alcalinas (Kristisson et al,
2005; Omana et al, 2010; Freitas et al, 2011) o que, por consequéncia, ajuda a definir a faixa
de pH escolhida para este estudo, que foi baseada na curva de solubilizacdo exposta na Figura
9.

Os isolados proteicos obtidos foram mensurados em seus rendimentos,
caracterizados quanto a sua composicdo fisico-quimica, indices de qualidade e propriedades
funcionais e nutricionais. A Figura 10 apresenta o reator em processo de precipitacdo das

proteinas e tubo de centrifuga contendo o IPF imido apos centrifugacéo Il.
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Figura 10 — Reator e isolado proteico imido obtido no processo proposto.

Fonte: o autor.
O rendimento de processo foi efetuado em todos ensaios realizados, considerando

o rendimento de massa e o0 rendimento de proteinas obtido. Um procedimento 6timo de
extracdo requer uma alta solubilizacdo das proteinas musculares e uma separacao efetiva dos
componentes indesejaveis no processo variacdo de pH. A Tabela 15 apresenta os resultados

obtidos para os rendimentos de processo do IPF obtido em producdes de bancada.

Tabela 15 — Valores obtidos para rendimento de massa e de proteina no processo de
isolamento proteico.

Massa Massa

. MP  Umidade M358  “\pr Umidade M358  Rendimento
Rendimento -, . MPBS ., . IPF
Umido MP (%) Umido IPF (%) (%)
Massa BS © (9) o) BS (9)
5074,9 66,7 1689,9 2430,6 88,8 272,7 16,1
Rendimento Massa Proteina I\ga:(s;a Massa Proteina I\g?(s)ia Rendimento
(0) (o) 0]
Proteico BS MP(9) MP (%) MP (g) IPF(9) IPF (%) IPF (g) (%0)
5074,9 49 8 2526,8 2430,6 82,8 2011,6 79,6

Onde: MP = matéria-prima; IPF = isolado proteico de frango; Prot = proteina; BS = base seca.

O processo de variacdo de pH resulta relativamente em alta recuperagdo de
proteinas das MPs propostas. A solubilizacdo alcalina usualmente apresenta maior
recuperagdo proteica em relagdo ao tratamento &cido. Rendimentos proteicos tém sido
reportados na literatura em uma faixa entre 42 e 90% (CHEN e JACZYNSKI, 2007; CHEN,
TOU e JACZYNSKI, 2009; KRISTINSSON e LIANG, 2006; NOLSOE e UNDELAND,
2009; TASKAYA et al, 2009; FREITAS et al, 2011). Tais diferencas podem ser atribuidas
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para as diferentes metodologias utilizadas para determinar a concentracdo proteica e seu
rendimento de recuperacao; o tipo de MP utilizada (tipo de animal ou se inteiro/subproduto), a
forga centrifuga utilizada durante o processo de isolamento, e a concentracdo relativa das
proteinas sarcoplasmaticas solliveis em &gua. Moraes (2008), utilizando CMS de frango,
obteve um rendimento em base Umida médio de no méaximo 44%, ndo difere dos 47% obtidos
neste estudo.

Kristinsson e Demir (2003) descreveram como a emulsificacdo das proteinas foi
aumentada durante a etapa de solubilizacdo alcalina, comparada com a solubilizacdo &cida.
Durante a etapa de centrifugacdo | é formada uma camada de gel acima dos compostos
insolGveis e, esta camada constitui-se em proteina emulsificada com lipidios presentes na
solugdo. Esta formacdo implica em um aumento no teor lipidico e, consequentemente, por
uma diminuic¢do no rendimento de proteinas do processo.

O rendimento proteico obtido condiz com o estudo apresentado por Omana et al
(2010) que estudaram o processo de variagdo de pH aplicado em coxas de frango. Os autores
realizaram quatro solubilizacbes em diferentes pH (10,5; 11; 11,5 e 12) e obtiveram
rendimentos de 81,3; 83,2; 88,4 e 94,2%, respectivamente para cada pH. A diferenca de
rendimento em relacdo ao apresentado pelos autores citados acima foi ocasionada pelo tipo de
MP utilizada, que continha maiores teores de outros componentes, em relacdo as coxas de
frango (proteina das coxas de frango foi de 83% em base seca). Também o aumento do
rendimento ocorreu devido ao desdobramento das proteinas em pH elevados, expondo 0s
aminodacidos hidrofobicos, o que, na precipitacdo, aumenta a agregacdo de proteinas, e
consequentemente aumentando o teor proteico e o rendimento.

Nos ensaios realizados, foram utilizadas diferentes partes da mesma MP
homogeneizada no preparo de amostra, porém ficou aparente nos resultados obtidos que a
mesma apresentava diferentes resultados de massa de isolado proteico, apresentando maior
formacdo de gel no processo de solubilizacdo em determinados ensaios.

5.5.4 Avaliacéo fisico-quimica

O estudo de isolamento proteico deste trabalho buscou produzir IPF de
subprodutos de frango e avaliar este quanto a sua composicao fisico-quimica, seus indices de
qualidade e suas propriedades funcionais e nutricionais. Os resultados obtidos entdo foram
comparados a amostras de farinhas comerciais. A Tabela 16 apresenta a comparacgao entre a
MP, as trés farinhas analisadas e o IPFB, apresentando analise estatistica pelo teste de Tukey
a um nivel de significAncia de 5%, avaliando diferencas significativas entre os resultados
obtidos.
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Tabela 16 — Composi¢do proximal em base seca da matéria-prima, das farinhas comerciais e
do isolado proteico de frango obtido em bancada.

Amostra* Componente (g/100 g)**
Proteina Lipidios Matéria Mineral Carboidratos***
MP 46,3+0,7° 41,4+15° 12,9+0,8° 0,0
A 67,0+3,6" 22,0+1,5° 10,2+0,2° 0,8
B 72,6+1,4° 19,3+4,1° 9,7+0,1° 0,0
C 67,5+1,6" 17,8+1,6° 15,0+0,2° 0,0
IPFB 84,5+3,3* 9,7+1,8° 2,5+1,0° 3,3

Onde: MP = matéria-prima; IPFB = isolado proteico de frango obtido em bancada.

* Cada letra diferente (A, B, C), identifica fornecedor de farinha diferente.

** Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
*** Carboidratos calculados por diferenca.

Ao se analisar a Tabela 16, podemos visualizar que o IPFB apresentou o melhor
resultado em proteina, ao alcancar o valor de 84,5% em base seca, diferente
significativamente entre a MP e as farinhas (A, B e C). Este valor apresenta um ganho de
82,5% em relacdo a MP utilizada, demonstrando que o processo de variagcdo do pH consegue
efetivamente isolar proteinas e consequentemente diminuir outros compostos indesejaveis.
Esta efetividade é comprovada ante os valores de lipidios e cinzas, 0s quais apresentam uma
reducdo de 76% nos lipidios (de 41,4% da MP reduziu para 9,7% no IPFB) e de 85% no teor
de cinzas (17,4% na MP passando para 2,5% no IPFB).

O bom desempenho na reducdo lipidica deu-se pelo fato de que houve um bom
controle na temperatura do processo, onde a mesma nunca ultrapassasse a 4 °C, onde grande
parte dos lipidios se solidificam, tornando-se em grande parte insoluveis e plausiveis de
retirada no processo de centrifugacdo. Esta reducdo lipidica também foi auxiliada pela razéo
de agua x massa de MP (v:m), onde estudos apontados por Nolsoe e Undeland (2009)
apresentam que, quanto maior a relacdo de dgua x MP, mais efetiva foi a reducéo lipidica,
porque a agua é um solvente polar, o que facilita a retirada de lipidios neutros e polares.

Omana et al (2010) encontraram valores de reducdo lipidica de 49,7% na mesma
faixa de pH 11,0, sendo que em pH 11,5, encontraram sua maior reducdo no total de 53,0%.
Mamaghani (2010) encontrou valores de 17% para proteinas e 3,2% para lipidios em base
Umida, os quais, comparando com os valores em base Umida do IPFB, se expdem valores de
8,7% e 1,3% para proteina e lipidios respectivamente neste estudo. Ja Moraes (2008) obteve,
em sua solubilizacdo alcalina, teor proteico de 75% e de lipidios de 8,0% para CMS de
frango.

As farinhas comerciais processadas com o subproduto deste estudo apresentaram-
se com teores proteicos de 67 a 72%, ndo se apresentando significativamente diferentes entre

si, porém diferentes estatisticamente tanto da MP quanto do IPFB. Comparando com IPFB,



52

este obteve um teor de proteinas superior em até 23,5%, demonstrando que 0 processo de
variacdo do pH conseguiu um melhor rendimento na extracdo proteica em relagdo ao processo
fabril de farinhas (cocgéo), sendo mais limpo e obtendo rendimentos e qualidade proteica
melhor.

Quando se fala em lipidios, a diferenca entre as farinhas e IPFB foi de até 55% de
reducdo lipidica, o que representaria uma diminuicdo na utilizacdo de antioxidantes pelo fato
do IPFB conter menos lipidios suscetiveis de oxidacdo e comprovando que o processo de
extracdo proposto neste trabalho possui uma maior efetividade na reducdo lipidica do que o
processo fabril de farinhas.

Ao se observar a parte mineral (cinzas), o IPFB obteve teores reduzidos em até
83% de cinzas comparando com farinhas comerciais, além de este teor provir de minerais
aderidos as proteinas e aos lipidios, sob a forma de pd, ndo causando possiveis danos ao
animal na sua alimentacdo devido a presenca de fragmentos 0sseos nas racoes.

O teste estatistico aplicado demonstrou que ha diferenga significativa entre MP,
FA e IPFB nos teores de proteina, lipidios e mateéria mineral. As FA ndo apresentaram
diferencas significativa entre si para proteina e lipidios, apresentando-se diferente a amostra C
ante amostra A e B para matéria mineral.

indices como os de acidez, peroxidos e TBARS, apresentam uma relagio de
estado de qualidade da MP ou produto analisado quanto a estabilidade destes em relacdo aos
seus acidos graxos da composicado ou ainda sobre a oxidagdo dos lipidios presentes na matriz.
A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para acidez, peroxidos e TBARS nas diferentes
amostras analisadas (MP, farinhas e IPFB), analisadas estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Tabela 17 — indices qualitativos da matéria-prima, das farinhas comerciais e do isolado
proteico de frango obtido em bancada.

Indice Acidez Indice Peréxidos TBARS
AMOSTRA* (meqg/g Amostra) (meg/g Amostra) (mg MAD/g Amostra)
MP 2,5+0,08 0,001%0,00" 0,0001°
A 2,00,08° 0,049+0,00° 0,128
B 1,6+0,04¢ 0,002+0,00" 0,041¢
C 1,9+0,09° 0,003+0,00" 0,089"
IPFB 2,240,04° 0,003+0,00" 0,081°

Onde: MP = matéria-prima; IPFB = isolado proteico de frango obtido em bancada.
Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
* Cada letra diferente (A, B, C), identifica fornecedor de farinha diferente.
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O indice de acidez ¢ uma informacéo relativa a estabilidade do material, sendo
considerada de pardmetro de interesse comercial, a qual revela a disponibilidade de &cidos
graxos livres em decorréncia da acdo da lipase e/ou autoxidacdo de lipidios presentes
(COSTA, 2007). Os indices de acidez visualizados demonstram que houve uma leve reducao
em todos os produtos (farinhas e IPFB) em relacdo a MP. O pH ¢é influente no indice de
acidez, porém o teor proteico pode ter funcionado como tampdo, impedindo uma variagdo
maior na acidez do produto proteico obtido.

Estatisticamente a MP, farinha B e IPFB apresentaram diferenga significativa no
indice de acidez contra as demais amostras. As amostras das farinhas A e C se mostraram
iguais. Pode-se afirmar que o processo de isolamento manteve as caracteristicas de qualidade
quanto ao indice de acidez, ndo desviando para incremento neste indice e posterior perda de
qualidade do produto. O resultado obtido para IPFB demonstrou que ndo ha alteracdo no
indice de acidez pelo processo de variacdo do pH, estando o valor obtido para o isolado
proteico dentro dos padrdes de legislacéo para farinhas comerciais segundo Brasil (1988).

O indice de peroxidos apresenta 0 comportamento oxidativo dos lipidios presentes
no material exposto, mensurando produtos primarios da oxidacdo lipidica, sendo de maior
valor onde ha acidos graxos insaturados, como normalmente nas farinhas comerciais. E um
indice que apresenta trés fases: iniciacdo (baixo indice de peroxidos); propagacéo (alto indice
de perdxidos); e terminacdo (baixo indice de perdxidos), o que aparentemente pode trazer
uma informacdo de falsa auséncia de oxidacdo caso resultados obtidos se encontrarem nas
pontas das trés fases (baixos indices) (FERNANDES, 2011).

Ante os resultados, apenas a farinha da amostra A destacou-se negativamente,
apresentando uma oxidacao maior em relacdo aos demais produtos analisados e apresentando-
se estatisticamente diferente das demais amostras, consequentemente demonstrando que a
amostra A, a amostra C, a MP e o IPFB apresentaram-se iguais. Tais dados nos informam que
0 processo de variacdo do pH ndo traz alteracdo na oxidacdo lipidica, conforme afirmado por
Nolsoe e Undeland (2009).

O célculo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) é uma
mensuracdo de maior precisdo da oxidacdo lipidica por medirem compostos secundarios da
oxidacao. Baseia-se na reacdo entre TBA e carbonilas dos compostos secundarios da oxidacéo
em meio 4&cido, formando coloracdo possivel de leitura em espectrofotometria
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Em farinhas comerciais, ndo ¢ um indice
utilizado como oficial pelas metodologias do Ministério da Agricultura do Brasil. Em isolados

proteicos, alguns autores como Kristinsson e Demir (2003), Kristinsson et al (2005),
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Kristinsson e Liang (2006), Undeland et al (2005) e Vareltzis e Undeland (2012) utilizaram
esta metodologia para medir a estabilidade lipidica dos isolados proteicos obtidos e sua vida
atil.

Os resultados obtidos para TBARS apontam o mesmo fendmeno que o obtido no
indice de perdxidos, onde a farinha da amostra A apresentou-se com uma maior oxida¢do em
relagdo as demais. Apenas a amostra C e o IPFB apresentaram-se iguais estatisticamente,
porém diferentes das demais amostras. O resultado obtido para o IPFB comprova o que 0s
autores citados anteriormente afirmam que o processo de isolamento proteico ndo altera
significativamente a oxidacao dos lipidios. Esta caracteristica se torna importante fato de que
um incremento de acidez ou perdxidos em racfes animais pode causar estado de toxidez ao
animal ao ingeri-las (SILVA et al, 2011).

Os dados expostos quanto aos indices de qualidade seriam explicados pela grande
reducdo lipidica do IPFB obtido (reducdo de 76% em relacdo a MP). Estes dados de reducéo
lipidica s@o esclarecedores quanto a necessidade da adicdo de antioxidantes ao IPFB obtido, o
que pode ser demonstrado em outros estudos de avaliagdo da vida util do IPFB. Todos os
dados obtidos nas caracterizacdes fisico-quimicas e indices de qualidade apontaram um
acréscimo nestas caracteristicas para o IPFB, o que foi comprovado posteriormente nas
avaliacGes funcionais e nutricionais da proteina obtida.

5.5.5 Avaliacéo funcional e nutricional

As proteinas cumprem papel importante nas caracteristicas funcionais e sensoriais
de diversos produtos alimenticios. O conhecimento de propriedades funcionais facilita a
contribuicdo das proteinas nos mais diversos processos industriais como, por exemplo, a
solubilidade é de vital importancia na industria de bebidas, bem como na industria de racoes.
Nesta Gltima, informacdes como solubilidade, CRA, CRO e digestibilidade sdo de grande
valia para formular dietas especificas para racdo animal (OLIVO, 2006). A Figura 11
apresenta o perfil de solubilidade obtido no IPFB e na farinha comercial da amostra A. A
escolha desta amostra se deu pela que desempenhou o papel mediano entre as duas outras e
pelo fato de se rodar analiticamente menor quantidade, diminuindo o consumo de reagentes

neste trabalho.
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Figura 11 — Curva de solubilidade para isolado proteico de frango obtido em bancada e farinha

comercial da amostra A.
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O comportamento da solubilidade apresentado na Figura 11 para o isolado
proteico corresponde ao comportamento tipo U normal para proteinas nativas (OMANA et al,
2010) e, em comparacao a Figura 8, apresentou 0 mesmo comportamento. Portanto pode-se
afirmar que a proteina recuperada possui as mesmas caracteristicas de solubilidade da
proteina inicial (MP). O mesmo comportamento para obtencdo de isolado proteico de coxas
de frango foi obtido por Omana et al (2010). Os pontos de maxima solubilidade foram nos
extremos (&cido e alcalino) e o ponto de menor solubilidade foi de pH 5,0 que € proximo ao
pH isoelétrico utilizado no processo.

O comportamento para a farinha estudada apresenta uma linha de tendéncia de
valores muito proximos, demonstrando o seu ponto isoelétrico na faixa de pH 5,0. As farinhas
comerciais, como sdo obtidas por processos de cocgdo, passam por temperaturas bem acima
dos 40 °C iniciais da desnaturacdo das proteinas. Damodaran, Parkin e Fennema (2010)
definem que acima de 40 °C ha um aumento da energia cinética térmica e esta ocasiona um
desdobramento da proteina, chamada desnaturacdo. A desnaturacao torna expostos grupos nao
polares internos da estrutura proteica, gerando uma agregacdo e precipitacdo, ou seja,
diminuindo a solubilidade da proteina em meio aquoso.

A capacidade de retencdo de agua é importante em processos alimenticios, pois a
agua retida em pequenas quantidades ndo age como solventes, mas contribui para aumentar a
massa e a viscosidade de produtos. A CRA em ra¢des animais tem importancia no que tange a

capacidade da proteina aplicada absorver massa e solubilizar compostos adicionados
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intencionalmente para melhoria do desempenho do animal no periodo de criacdo. A Figura 12

apresenta a curva de CRA para farinhas e IPFB.

Figura 12 — Capacidade de retencdo de dgua apresentada para isolado proteico de frango
obtido em bancada e farinha comercial da amostra A.
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A curva de CRA obtida demonstra que em pH na faixa neutra e pouco alcalina
(7,0 e 9,0) alcancam-se os maiores valores de retencdo de agua. Esta maior interacdo € devida
ao fato das moléculas de agua serem combinadas com o0s grupos polares das proteinas
aumentando a CRA (FERREIRA et al, 2013). Nas faixas extremas e no pH préximo ao
isoelétrico, a CRA é baixa em relacdo a faixa neutra. Ra¢cdes com pH acidos ou extremamente
alcalinos ndo cumprirdo um bom desempenho tanto na farinha comercial quanto no isolado
proteico para reter agua. Todos os pontos diferiram entre si estatisticamente ao aplicar o teste
de Tukey (p<0,05).

A capacidade de retencdo de 6leo (CRO) é uma propriedade funcional importante
para producdo de racGes. Ela permite a emulsificacdo das gorduras adicionadas ao produto,
facilitando sua homogeneizacdo e consequentemente sua extrusdo sob a forma de pellets.
Também garante que o lipidio adicionado a racdo seja absorvido rapidamente pelo animal,
pela sua ligacdo com a proteina da racéo.

J& a digestibilidade da proteina assume um papel muito importante na avaliagcdo
nutricional de produtos para alimentagdo animal. Embora o conteddo dos aminoéacidos
essenciais seja um indicador primario da qualidade nutricional, a verdadeira qualidade

também depende do nivel de utilizacdo desses aminoacidos nos organismos (DAMODARAN,
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PARKIN e FENNEMA, 2010). Olivo (2006) afirma que conhecer as exigéncias nutricionais
dos animais, bem como a composi¢do do alimento proposto e suas caracteristicas nutricionais,
é de extrema importancia no processo de criacdo. A Tabela 18 apresenta os dados obtidos
para CRO e digestibilidade das farinhas e IPFB, analisadas estatisticamente pelo teste t
(p<0,05).

Tabela 18 — Digestibilidade proteica e capacidade de retencdo de 6leo obtido para isolado
proteico de frango obtido em bancada e farinha comercial da amostra A.
Amostra Digestibilidade (%) CRO (mL 6leo/g proteina)
Isolado 92,3+0,00° 4,2+0,5°
Farinha 84,8+0,01" 2,640,5°
Onde: CRO = capacidade de retencéo de 6leo.
Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste t (p<0,05).

A CRO obtida demonstrou que o isolado tem uma maior capacidade de absorver
Oleos, facilitando os processos emulsificantes e por consequéncia a extrusdo da racdo. A baixa
CRO por parte da farinha comercial pode ter sido ocasionada devido ao fato desta proteina
estar desnaturada. As amostras apresentaram-se diferentes estatisticamente. Este dado mantém
a presuncédo proposta deste trabalho de que a extracdo proteica pelo método de variacao do pH
tem maior eficiéncia proteica do que o processo convencional de farinhas comerciais. Freitas
et al (2011) alcancaram valores de até 7 mL de 6leo por grama de proteina em seu processo
para obtencao de isolado de anchoita e Ferreira et al (2013) chegaram até 13 mL de éleo por
grama de proteina na obtencéo de seu isolado proteico de corvina, ambos pescados.

Os resultados obtidos para digestibilidade proteica demonstram bem a diferenca
entre 0s processos produtivos, onde IPFB atingiu 92% de coeficiente de digestibilidade
proteica contra 84% obtido para farinha comercial. Conforme definido por Sgarbieri (1996),
uma proteina desnaturada termicamente deveria melhorar a digestibilidade por facilitar acdo
proteolitica das enzimas. Porém, este efeito pode ser inverso, devido a alteragdes nas
conformagbes e/ou interacGes da proteina causando um decréscimo da digestibilidade
proteica. 1sso é comprovado na Tabela 20, onde uma proteina nativa, que ndo sofreu processo
de desnaturacdo térmica, apresentou valores de digestibilidade proteica maiores do que a
proteina das farinhas comerciais, tratadas termicamente para sua obtencéo.

Ferreira et al (2013) e Cortez-Vega et al (2013) encontraram valores de
digestibilidade das proteinas de 91 e 94%, respectivamente, para corvina em seus estudos. Os
isolados proteicos tém apresentado uma otima funcionalidade para aplicacdo em diferentes
alimentos (Gehring et al, 2011) e tém apresentado a quantidade suficiente de todos

amino&cidos essenciais para cobrir a alimentacdo humana (Chen e Jaczynski, 2007; Marmon e
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Undeland, 2010). Rostagno et al (2011) em suas tabelas brasileiras para aves e suinos
apontam um coeficiente de 82% para farinha de visceras de aves, 0o que condiz com o
resultado obtido neste estudo.

Os dados de digestibilidade proteica nos trazem a comprovacao da eficiéncia das
proteinas obtidas pelo método de variagdo do pH, obtendo proteinas funcionais e nutricionais
de melhor qualidade. O fato de a farinha de visceras possuir maior teor de cinzas também é
um indicativo da diferenca obtida para menor de seu indice de digestibilidade da proteina.

Olivo (2006) descreve que o conceito de proteina ideal é definido como o
balanceamento exato dos aminoacidos sem haver falta ou sobra, objetivando satisfazer as
exigéncias de todos os aminoacidos para a manutencdo e ganho de peso, reduzindo o uso
destes como fonte de energia e diminuindo a excregéo de nitrogénio por parte dos animais. O
mesmo indica que a proposta, em nutri¢do, € que cada aminoacido essencial seja expresso em
relacdo ou porcentagem a um aminoacido referéncia, possibilitando estimar rapidamente a
exigéncia de todos os aminoacidos quando a exigéncia do aminoacido de referéncia estiver
estabelecida. Ainda referencia a lisina como um aminoacido padrédo para alimentacdo animal.
Para tanto, se perfazem estudos dos perfis de aminoacidos das farinhas comerciais e insumos
utilizados na producdo de racfes para animais. A Tabela 19 apresenta o perfil de aminoacidos
obtido para IPFB e farinha comercial de subproduto de frango.

Tabela 19 — Perfil de aminoacidos para isolado proteico de frango obtido em bancada e

farinha comercial da amostra A (em mg Aminoacido/g de proteina).

Aminoacido* IPFB Farinha

Acido Aspartico — Asp 88,1+25°  81,1+3,7°
Acido Glutamico — Glu 138,6+4,2° 131,7+1,7°
Serina — Ser 38,3+3,9° 39,7+0,1°

Glicina — Gly 35,3+0,9°  69,9+0,1°
Histidina — His 29,9+0,5°  23,8+0,2°
Arginina — Arg 63,0£1,3"  71,4+0,3°
Treonina — Thr 45,8+2,5°  43,2+1,1°

Alanina — Ala 52,2+2,2%  55,9+0,2°

Prolina — Pro 47,5+2,7°  63,13,0°

Valina - Val 52,542,8*  53,3+0,0°
Metionina + Cisteina — Met+Cys ~ 38,8+1,1*  32,7+2,2°
Isoleucina — lle 51,8+3,5°  47,0+0,3°

Leucina — Leu 98,6+2,6°  93,3+1,6°
Fenilalanina + Tirosina — Phe+Tyr  93,7+1,2°  91,6+1,4°
Lisina - Lys 126,4+10,7* 102,5+0,0°

* Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si, pelo teste t (p<0,05).

Os perfis de aminoacidos obtidos para ambas as amostras apresentaram-se muito

parecidos. Alguns aminoacidos como glicina, arginina e prolina destacam-se na farinha em
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relacdo ao IPFB; e &cido aspartico, acido glutdmico, histidina, metionina+cisteina, leucina e
lisina destacam-se no IPFB em relacdo a farinha comercial. A ndo diferenca significativa
entre alguns aminoécidos explica-se fato de a matéria-prima ser basicamente a mesma; a
diferenca entre farinhas e IPFB é o conteludo de visceras que € processado juntamente nas
farinhas.

Farinhas comerciais e IPFB ndo alcancaram a relacdo apresentada na Tabela 3 por
Rostagno et al (2011) para os niveis de aminoacidos essenciais, porém se apresentam com
uma boa fonte de aminoécidos, podendo ser utilizados como complemento nutricional para
frangos de corte.

J& para o padrdo estabelecido pela FAO (1985) e apresentado na Tabela 4, os
indices sdo totalmente atendidos tanto por farinhas quanto pelo IPFB. Neste aspecto, em
relagdo a producdo de IPFB para alimentacdo humana, entra um paradigma ao qual é
necessario um estudo mais aprofundado além de uma multidisciplinaridade de equipe para se
definir se como um subproduto ndo comestivel poderia se tornar comestivel novamente?
Tecnicamente, todos os estudos realizados anteriormente apresentam proteinas de boa
qualidade funcional e nutricional, alguns aplicados a produtos alimenticios como: Fontana
(2007) e Moraes et al (2011), aplicando em salsichas; Omana, Pietarski e Betti (2012),
aplicando em mortadelas tipo Bolonha; Menezes (2014), aplicando isolados para obtencéo de
filmes nanocompasitos.

5.6 Influéncia de sais no processo de isolamento

A forca ibnica € uma caracteristica influente na solubilizacdo das proteinas
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). A adicdo de sais em baixa concentracdo
influenciam no meio aumentando a capacidade de solubilizacdo das proteinas em meio
aquoso, que é o efeito chamado salting-in. O efeito contréario se da quando da adicdo de altas
concentraces salinas ao meio, efeito chamado salting-out. Para isto, foram testadas adi¢Ges
salinas de cloreto de sédio (NaCl) ao meio com o intuito de melhorar a solubilizacdo ou
precipitacdo das proteinas no processo variacdo do pH. A Tabela 20 apresenta os resultados

obtidos para adi¢do de baixa concentracdo de NaCl.
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Tabela 20 — Composicdo proximal do isolado proteico de frango adicionado de cloreto de
sodio na solubilizagdo das proteinas.

0,25M 05M

Média  Média

Componente (%)

Umidade - -
Proteina 74,0+4,4 69,4+0,3
Lipidios 12,0+2,3 10,1+0,9
Matéria Mineral 10,3+0,1 18,7+0,2
Carboidratos* 3,7 1,8

Onde: MP = matéria-prima; IPFB = isolado proteico de frango obtido em bancada.
* Carboidratos calculados por diferenga.
O rendimento de massa para este processo ficou em 9,1% no IPF salino 0,25 M, e
9,6% no IPF salino 0,5 M. Nao houve um ganho de massa no processamento em comparagéo
ao IPF obtido em bancada (rendimento de massa 16%), ndo apresentando nenhum ganho de
processo comparado com o rendimento. A Tabela 20 apresenta-nos que, conforme adicdo de
sais no meio aquoso houve o inverso do esperado da acdo da forca ibnica, visto que a
porcentagem de proteina dos isolados obtidos diminuiu em relacdo ao isolado de bancada
padrdo (84% em B.S.) e notou-se um incremento no teor de cinzas, 0 que nao é um resultado
satisfatdrio visto que se busca a purificacdo da proteina.
A Figura 14 apresenta os tubos de centrifugacéo apds o processo de centrifugacéo
I, com a pouca proteina precipitada no meio aquoso.

Figura 13 — Tubos contendo baixa proteina precipitada do isolado proteico de frango
adicionado de cloreto de sodio na solubilizacdo das proteinas.

Fonte: o autor.
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Na avaliacdo realizada para salting-out, durante o processo ndo houve o efeito
esperado no processo de aumento de precipitacdo e, sim, o efeito contrario mantendo as
proteinas solubilizadas no meio. Este efeito pode ter ocorrido pela baixa concentracdo de sal
no meio durante a precipitacdo, bem como pela mudanga da faixa de pH para o ponto
isoelétrico como é visualizado na Figura 3, onde para proteinas miofibrilares sem o ajuste na
forca ibnica proposto pelo autor, o ponto isoelétrico ficou entre 5 e 6, sendo que para a mesma
proteina com ajuste de forca idnica, a faixa de pH ficou entre 4 e 4,5. Para este teste, deveria
ser estudada a correlagdo exposta por Ruckenstein & Shulgin (2006) que apontam a equagéo
de modelo de Cohn para o célculo da molaridade necesséria para a precipitacdo proteica por
salting-out.

5.7  Planejamento experimental — centrifugacéo |

A capacidade do processo de variacdo do pH em remover grande parte dos
lipidios é uma das grandes preocupac6es de estudo. Nolsoe e Undeland (2009) apresentam
como principais fatores para melhor reducéo lipidica o contetdo inicial de lipidios na MP, a
viscosidade do meio apés ajuste do pH e a velocidade de centrifugacdo utilizada no primeiro
processo (centrifugacdo 1). A remocdo dos lipidios € importante devido a sua grande
capacidade oxidativa, podendo ocasionar deterioro ao produto proteico final. Vareltzis e
Undeland (2008) efetuaram um estudo, reduzindo a velocidade centrifuga de 8000 xg para
800 xg e encontraram um acréscimo no teor de lipidios de mais de 100%.

O planejamento experimental proposto foi delineado conforme o maximo de
velocidade comportada pela centrifuga de piso refrigerada do LTA e o volume de seus tubos.
Os dados do delineamento 22, suas variaveis dependentes e respostas encontram-se na Tabela
21. As respostas de proteina e lipidios mostram-se em base seca (B.S.).

Tabela 21 — Resultados obtidos na producéo de isolado proteico de frango no delineamento 22

proposto.
Velocidade Tempo de Rendimento Proteinado  Lipidio do

Ensaio Centrifuga Centrifugacéo Proteico Isolado Isolado

(VC) (TC) (%RP) (%PS) (%LYS)
1 -1 -1 54,6 70,7 29,0
2 +1 -1 60,2 81,1 17,4
3 -1 +1 43,5 74,8 24,4
4 +1 +1 46,3 84,2 15,9
5 -1,41 0 75,4 71,1 30,4
6 +1,41 0 90,3 89,6 9,8
7 0 -1,41 67,4 77,3 17,5
8 0 +1,41 75,3 81,8 12,4
9 0 0 88,6 85,4 11,6
10 0 0 92,2 84,4 11,3
11 0 0 72,7 87,2 11,0




62

Os resultados obtidos e apresentados na Tabela 21 demonstram que existe uma
grande variacdo quando da alteracdo nas variaveis de velocidade centrifuga e tempo de
centrifugacdo. Os valores de rendimento proteico (%RP) ndo foram estatisticamente
correlacionados em relacdo as varidveis propostas, sendo que 0s maiores rendimentos
propostos se obtiveram no ensaio 10 e no ensaio 6, sendo ambos diferentes, um ponto central
e outro um ponto axial.

Estes ensaios foram 0s que apresentaram uma maior quantidade de massa de
isolado proteico umido (108,9 e 100 g, respectivamente) em uma variacdo total de massa
entre todos o0s ensaios de 55 a 108 g, demonstrando que a variacdo da MP e a capacidade de
emulsificagdo das gorduras podem influenciar no rendimento de extragdo, conforme descrito
por Kristinsson e Demir (2003). Seguindo o estudo de delineamento, efetuam-se as avaliacfes
estatisticas para geracdo de superficies de resposta. A variavel estudada %RP ndo obteve
variagdo significativa estudando a influéncia das varidveis, portanto ndo foi gerada analise
estatistica e superficie de resposta para esta.

Em relacdo aos dados de caracterizacdo fisico-quimica (%PS e %LS), a melhor
razdo de estudo para que o produto isolado de proteinas mantenha sua qualidade e obtenha
melhores teores de proteina é a de maior %PS e menor %LS. Isso se deu no ensaio 6, onde
pode-se visualizar 89% de proteina e 9% de lipidios, obtendo o melhor desempenho,
demonstrando que quanto maior a velocidade centrifuga (14308 xg), melhor a separacdo de
fases no processo. Esta afirmacdo é confirmada observando-se os ensaios 1 e 5, onde 0s
valores de velocidade centrifuga sdo os menores e os teores de %LS sdo os maiores do
experimento. Os dados obtidos concordam com o exposto por Vareltzis e Undeland (2008).
5.7.1 Delineamento fatorial composto
5.7.1.1 Proteina

Na continuacdo da andlise estatistica para delineamento experimental foi realizada
a analise de influéncia das variaveis ante a resposta proteina com o auxilio do programa
Statistica 5.0. Os valores obtidos para as variaveis que apresentaram influéncia a um p<0,05

sdo demonstrados na Tabela 22, com resultado de R2 = 0,898 para a analise percorrida.

Tabela 22 — Tabela de efeitos para proteina seca em funcéo da velocidade de centrifuga e do
tempo de centrifugacéo.
Fator Efeito  Erro Padrdao Coeficiente p valor
Média 0,856672 0,014151 0,856672  0,000000
VC Linear 0,115304 0,017357 0,057652  0,000292
VC Quadratica -0,064652  0,020711 -0,032326  0,016807
TC Quadrética -0,072981  0,020711 -0,036491 0,009679
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Os dados de efeito apresentados demonstram a confirmacgéo de que a velocidade
centrifuga (VC) influenciou no processo de separacdo centrifugacdo I. Foi observado efeito
positivo da média e de VC linear e negativo para VC quadréatica e TC quadratica. Com isso,
foi elaborada a equacdo de efeitos em funcdo das variaveis propostas, conforme demonstrada
na Equacao 9.

%PS = 0,856672 + 0,057652*VC - 0,032326*VC2 - 0,036491*TC?, onde: 9)
VC = Velocidade da Centrifuga, TC = Tempo de Centrifugacéo.

Para confirmacdo da significancia do modelo proposto, uma anélise de variancia
(ANOVA) foi realizada, testando as varidveis que causaram efeito na resposta estudada. Os
valores para ANOVA estdo expostos na Tabela 23, considerando p<0,05 e obtendo um R? =
0,898 e R =0,95.

Tabela 23 — Verificacdo da validade estatistica do modelo proposto na equacgdo 9 para proteina
seca.
Fator SQ GL M Q Feaic  Ftabelado
Regressdéo 0,036851 3 0,012284 14,61 4,35
Erro 0,004205 7 0,000841

Total 0,041056 10
Onde: SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média dos quadrados; F: Fisher.

Ao analisar a ANOVA, podemos visualizar que o modelo apresentado é
significativo e preditivo para a variavel %PS, permitindo predizer um modelo estatistico para
esta variavel, conforme ja exposto na Equacdo 9. Atraves destes dados foram geradas

superficies de resposta e de contorno, como mostrado na Figura 14.
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Figura 14 — Superficie de contorno da proteina seca em funcdo do tempo de centrifugacéo
(minutos) e da velocidade centrifuga (xg).
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A superficie de contorno expde o que foi visualizado na Tabela 21 em que o0s
experimentos com velocidades centrifugas mais altas apresentaram melhor teor de proteina no
isolado final. O modelo é significativo (Fcaiculado>Ftabelado), COrrelacionado (R = 0,95) e
preditivo (Fcaiculado™ 3XFrabelado). O ponto de melhor proteina seca estad na faixa de velocidade
de centrifugacdo de 12426 xg e o tempo ndo se mostrou muito influente nesta avaliacdo,
sendo que 20 minutos se demonstraram suficientes para o processo (ponto central). DeWitt,
Nabors e Kleinholz (2007) afirmam que os valores de melhor reducédo e, consequentemente,
maior purificacdo das proteinas se da quando se aplica velocidade centrifuga acima de 10000
Xg.
5.7.1.1 Lipidios

Dando continuidade a analise estatistica para delineamento experimental, foi
realizada a analise de influéncia das variaveis ante a resposta lipidios com o auxilio do
programa Statistica 5.0. Os valores obtidos para as variaveis que apresentaram influéncia a
um p<0,05 sdo demonstrados na Tabela 24, com resultado de Rz = 0,919 para a analise

percorrida.
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Tabela 24 — Tabela de efeitos para lipidios base seca em funcdo da velocidade centrifuga e do
tempo de centrifugacéo.

Fator Efeito  Erro Padrdo Coeficiente p valor
Média 0,113056 0,001931 0,113056  0,000292

VC Linear -0,123596  0,002369 -0,061798 0,000367
VC Quadratica ~ 0,109367 0,002826 0,054683  0,000667
TC Linear -0,033481  0,002369 -0,016740 0,004967

TC Quadratica 0,057004 0,002826 0,028502  0,002449
Interagdo VC x TC  0,015215 0,003345 0,007607  0,045080

Os dados de efeito apresentados demonstram a confirmacgédo de que a velocidade
centrifuga (VC) também influencia no processo de separacdo centrifugacdo | para a reducédo
de lipidios no isolado final. Foi observado efeito positivo na média, VC quadratica, TC
quadratica e interacdo entre VC e TC e negativo para VC linear e TC linear. Com isso, foi
elaborada a equacédo de efeitos em funcdo das variaveis propostas, conforme demonstrada na
Equacdo 10.

%LS =0,113056 — 0,061798*VC + 0,054683*VC? - 0,016740*TC + 0,028502*TC? +
0,007607*(TC*VC), onde: (10)
VC = Velocidade da Centrifuga

TC = Tempo de Centrifugacao.

Para confirmacdo da significancia do modelo proposto, uma anélise de variancia
(ANOVA) foi realizada, testando as variaveis que causaram efeito na resposta estudada. Os
valores para ANOVA estdo expostos na Tabela 25, considerando p<0,05 e obtendo um R2 =
0,919 e R =0,96.

Tabela 25 — Verificacdo da validade estatistica do modelo proposto na equacéo 10 para lipidios
seca.
Fator SS DF MS Fcalculado  Frabelado
Regressdao 0,050647 5 0,010129 11,35 5,05
Residuos 0,004463 5 0,000893

Total 0,055110 10
Onde: SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média dos quadrados; F: Fisher.

Ao analisar a ANOVA, podemos visualizar que o modelo apresentado é
significativo para a variavel %PS, permitindo-nos predizer um modelo estatistico para esta
variavel, conforme ja exposto na Equacdo 10. Através destas respostas foram geradas

superficies de resposta e de contorno, conforme demonstrado na Figura 15.
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Figura 15 — Superficie de contorno do lipidio seco em funcdo do tempo de centrifugacao
(minutos) e da velocidade de centrifugacédo (xg).
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A superficie de contorno expde o que foi visualizado na Tabela 21 em que o0s
experimentos com velocidades centrifugas mais altas apresentaram menor teor de lipidio no
isolado final. O modelo proposto é significativo (Fecaiculado™Ftabelado), Preditivo (Feaiculado™>3X
Ftabelado) € correlacionado (R=0,96). O ponto de melhor resposta em lipidio em base seca esta
na faixa de velocidade de centrifugacdo de 12426 xg e o tempo ndo se mostrou muito
influente nesta avaliacdo, sendo que 20 minutos se demonstraram suficientes para o processo
(ponto central). Nolsoe e Undeland (2009) comentam que o processo de centrifugacdo tras o
ponto critico na remocao de lipidios. Os autores afirmam que reduzir a forca g na primeira
centrifugacao reduz a remocao lipidica, especialmente nos processos de solubilizacéo acida.
5.8  Aumento de processo

Processos laboratoriais normalmente traduzem-se em respostas para as variaveis
analisadas e propostas, porém um dos problemas no desenvolvimento e posterior aplicagdo de
tecnologias é o scale-up ou escalamento com o intuito de definir processos industriais em
escala. Tornar uma tecnologia disposta para industria é critico, pois comportamentos entre
pequenas escalas e escalas maiores podem apresentar-se diferentes. Visando avaliar o

comportamento do processo e do produto obtido, efetuou-se um escalamento de processo,
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aumentando em quatro vezes o volume de massa do processo obtendo isolado proteico de
frango em escala (IPFE). A Figura 16 apresenta o equipamento utilizado para aumento de
escala do processo em reator de 10 litros com jaqueta.

Figura 16 — Equipamento utilizado para aumento de escala do processo de isolado proteico de
frango.

Fonte: o autor.

O processo utilizado seguiu a metodologia definida para obtencdo de IPFB,
avaliando as respostas: rendimento de massa, rendimento proteico, analise fisico-quimica,
indices de qualidade e digestibilidade proteica.

Nos primeiros ensaios realizados, utilizou-se 0 mesmo pHmetro do processo de
bancada, com eletrodos de 10 cm. Os rendimentos obtidos foram aquém do que o processo de
bancada resultou, obtendo-se rendimentos de massa de apenas 3% em massa seca e de 30%
no rendimento proteico seco. Alterou-se entdo o eletrodo do potencidmetro de bancada para
um eletrodo com 27 cm (til, que teve maior alcance de eficiéncia na altura do reator. O novo
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processo foi avaliado e o produto obtido mostra-se na Figura 18 bem como os dados de

rendimento de massa e proteico mostram-se na Tabela 27.

Figura 17 — Isolados proteicos de subprodutos de frango obtidos em escala (A) e bancada (B).

Fonte: o autor.

Tabela 26 — Valores obtidos para rendimento de massa e proteico do isolado proteico obtido

em escala.

Massa Massa Massa Massa
Rendimento .~ MP Umidade MPBS . IPF Umidade IPE BS Rendimento

Umido MP (%) Umido IPF (%) (%)

Massa BS @) (9) @) (0)

2400,4 66,7 799,3 1072,5 88,3 125,5 15,7

Rendimento Massa Proteina I\gz:(s;a Massa Proteina I\g?(s)ia Rendimento
(0) (o) 0]

ProteicoBs " @ MP(®) ymp PF@ TPFOO ppg OO

2400,4 49 8 11954 10725 85,0 011,7 76,3

Onde: MP = matéria-prima; IPF = isolado proteico de frango; Prot = proteina; BS = base seca.

Observando a Tabela 27, podemos verificar que ndo houve alteragdo nos valores

obtidos para ambos os rendimentos, ao aumentar a escala do processo. A mudanga para um

eletrodo mais eficiente demonstra que o monitoramento e manutencdo do pH do meio de

solubilizacéo € de vital importancia no processo de extracdo por variagdo do pH.
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5.8.1 Auvaliacao fisico-quimica do isolado proteico

As respostas fisico-quimicas obtidas estdo expostas na Tabela 27. Pode-se
visualizar nela que o aumento de escala do processo apresentou-se semelhante perante o
processo de bancada, provando que aumentar nessa escala ndo influiu no rendimento e nas
caracteristicas fisico-quimicas do produto obtido. As respostas foram analisadas
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). Estes dados comprovam a afirmag@o de que o
controle de pH da solubilizacdo das proteinas torna-se um ponto critico no processo de
extracdo. As respostas obtidas mantém o ganho proteico e a reducéo lipidica em relacdo a MP
do IPFB, além dos ganhos em relacdo a farinha comercialmente obtida.

Tabela 27 — Composicado proximal da matéria-prima, isolado proteico de frango obtido em
bancada e isolado proteico de frango obtido em escala.

- Componente (g/100 g)**
Amostra Proteina Lipidios Matéria Mineral Carboidratos***
MP 46,3+0,7° 41,4+15° 12,9+0,8? 0,0
IPFB  84,5+3,3* 9,7+1,8° 2,5+1,0° 3,3
IPFE  85,0+0,2* 9,1+0,4° 1,9+0,1° 4,0

Onde: MP = matéria-prima; IPFB = isolado proteico de frango obtido em bancada; IPFE = isolado
proteico de frango obtido em escala.

* Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

** Valores expressos em Base Seca.

*** Carboidratos calculados por diferenca.

DeWitt, Nabors e Kleinholz (2007) aplicaram o processo de variacdo de pH com
solubilizacdo &cida e escala piloto em pescados e obtiveram uma reducéo lipidica de 74% do
teor de lipidios inicial, concordando com os dados obtidos no aumento de escala realizado
neste estudo, que alcancou uma reducdo lipidica de 78% porém utilizando solubilizacéo
alcalina. Tais autores utilizaram 10 kg de matéria-prima no processamento dentro da planta da
industria Proteus. Nolsoe e Undeland (2009) afirmam que o processo de variacdo do pH é
propenso de ser realizado em aumento de escala, concordando com as informacdes
demonstradas na Tabela 28.

A Tabela 28 mostra os resultados obtidos para os indices de acidez, de perdxidos

e substancias reativas ao TBA para MP, IPFB e IPFE, testadas estatisticamente pelo teste
Tukey (p<0,05).
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Tabela 28 — indices qualitativos da matéria-prima, isolado proteico de frango obtido em
bancada e isolado proteico de frango obtido em escala.

indice Acidez Indice Perdxidos TBARS
AMOSTRA (meqg/g Amostra) (meg/g Amostra) (mg MAD/g Amostra)
MP 2,5+0,08% 0,001+0,00° 0,0001°
IPFB 2,2+0,04° 0,003+0,00%" 0,081
IPFE 3,1+0,07? 0,005+0,00° 0,214

Onde: MP = matéria-prima; IPFB = isolado proteico de frango em bancada; IPFE = isolado proteico de
frango em escala. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

As respostas dos indices de qualidade obtidas sdo apresentadas na Tabela 28.
Pode-se visualizar na mesma que o aumento de escala do processo apresentou resultado
semelhante ante o processo de bancada, provando que aumentar a escala nestas condigdes ndo
influia nas caracteristicas qualidade do produto obtido. Houve um acréscimo nos indices de
acidez e de TBARS do IPFE. Este acréscimo pode ser indicado devido ao tempo de
armazenamento da MP até a realizacdo do estudo de aumento de escala, passando-se mais de
6 meses sob congelamento em freezer vertical a -18 °C.

DeWitt et al (2007) demonstraram que um aumento de escala utilizando
solubilizacdes &cidas ou alcalinas em condicGes de baixa (3000 xg) ou alta (10000 xg)
velocidade de centrifugacao reduz significantemente os compostos odores/sabores a lama em
catfish. Chen e Jaczynski (2007) estudaram processo continuo para purificacdo de proteinas
pela variacdo do pH, incluindo em seu processo as centrifugacdes com uma taxa de vazao de

120 L/h. Nos Estados Unidos, a industria Proteus (www.proteusindustries.com) obteve

sucesso na aplicacdo de processo industrial de purificacdo proteica utilizando o processo de
variacdo do pH com solubilizacdo acida, produzindo isolados proteicos de masculo que sdo
aplicados em produtos carneos e empanados.

Torres et al (2007) propds um sistema de reator continuo para purificacdo de
proteinas pelo processo de variacdo do pH. Uma vantagem do processo é o reciclo da agua,
porém esta causa um acumulo de sais no processo o que altera as caracteristicas de
solubilizacdo das proteinas afetando o ponto isoelétrico. Selmane, Christophe e Gholamreza
(2010) purificaram proteinas de pulmdes bovinos em escala laboratorial e escala piloto,
obtendo resultados similares entre os estudos e com a literatura pesquisada pelos autores,
reafirmando a resposta obtida neste estudo de similaridade de processos quando do aumento
de escala.

Taskaya e Jaczynski (2009) aplicaram floculantes comerciais para auxilio no

processo de precipitacdo proteica, amparados pela lei classica de Stoke, onde aumentando-se


http://www.proteusindustries.com/
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0 didmetro da particula de proteina aumenta num aumento na velocidade de sedimentacéo.
Como resultado, os autores encontraram que floculantes anidnicos aumentaram a separagéo
das proteinas precipitadas, fato que consequentemente poderia facilitar o processo de aumento
de escala. Salgado et al (2012) comprova os dados obtidos de escala laboratorial com um
aumento de escala para obtencéo de proteinas concentradas de girassol.
5.8.2 Avaliacéo nutricional do IPFE

Os dados obtidos para digestibilidade proteica sédo apresentados na Tabela 29 e

testados estatisticamente por teste t (p<0,05).

Tabela 29 — Digestibilidade proteica obtida para isolado proteico de frango obtido em bancada
e isolado proteico de frango obtido em escala.
Amostra Digestibilidade (%0)
IPFB 92,3+0,00°
IPFE 95,1+0,02°

Onde: IPFB = isolado proteico de frango em bancada; IPFE = isolado proteico de frango em escala.
Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste t (p<0,05).

A digestibilidade proteica manteve-se em niveis 6timos quando se efetuou o
aumento de escala do processo. O produto obtido em escala alcangou 95% de digestibilidade
proteica, valor acima do analisado para o isolado de bancada que atingiu 92%. N&o houve
diferenca significativa nos valores obtidos, demonstrando que provavelmente ndo houve

danos a qualidade nutricional da proteina ao aumentar a escala do processo.
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6. CONCLUSOES

A produgdo em bancada e 0 aumento de escala do processo de isolado proteico

utilizando subprodutos ndo comestiveis da industria de frango foram possiveis.

Os rendimentos do subproduto em relacéo a carcaca de frango foram compostos

em percentuais em relacdo ao peso do animal vivo.

As farinhas comerciais foram analisadas quanto aspecto fisico-quimico e indices
de qualidade, obtendo-se valores de até 72% de proteina, 22% de lipidios e 17% de matéria
mineral, valores em base seca. Os indices de qualidade ndo apresentaram quaisquer desvios

nas farinhas. Todos os valores obtidos estdo condizentes com a legislagdo vigente.

Uma curva de solubilizacdo das proteinas do subproduto utilizado como matéria-
prima foi elaborada, determinando o ponto isoelétrico das proteinas para aplicacdo no

processo de variacdo de pH na faixa de 5,25.

Em bancada, foi produzido isolado proteico de frango, alcancando teores
proteicos de até 84% (incremento de 66% do teor em relacdo a matéria-prima); com reducao
lipidica de 76% e mineral de 85% em relacdo a matéria-prima. Em comparativo com as
farinhas comerciais, o isolado apresentou um teor proteico 23,5% superior, uma reducéo
lipidica de até 55% e mineral de até 83%. O isolado proteico de frango manteve as
caracteristicas de qualidade satisfatérias ndo apresentando desvios entre matéria-prima e
farinhas comparadas. As propriedades funcionais e nutricionais foram avaliadas e os dados
obtidos para o isolado proteico de frango apresentaram resultados de qualidade bastante
significativa em relacdo a farinha, destacando-se a digestibilidade proteica que alcancou 92%

de proteina disponivel no isolado proteico assim obtido.

O processo de centrifugacdo | (apds a solubilizacdo proteica) foi estudado e
elaboradas superficies de resposta para teor de proteina seca e teor de lipidios seco em relagdo
as variaveis velocidade e tempo de centrifugagdo. Foram dispostas regressdes para as
respostas em funcdo das variaveis, provando que o processo é de vital significAncia para

melhor qualidade do produto obtido.
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O aumento de escala do processo proposto foi realizado, obtendo resultados
similares com os dados obtidos para o processo em bancada, demonstrando que um aumento
de escala é possivel com o devido controle de pH no processo de solubilizacdo das proteinas.
Foram obtidos valores de até 85% de proteina, 9% de lipidios e 2% de cinzas para o isolado
proteico de frango obtido em escala. Os indices de qualidade se mantiveram constantes no
aumento de escala e a digestibilidade proteica obtida apresentou melhor indice, mas nédo

significativo, em relagéo ao processo de bancada.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar os processos de reducdo de umidade possiveis para o produto isolado proteico
obtido industrialmente;

Avaliar o uso de compostos floculantes adicionados no processo de precipitacéo
isoelétrica, com o intuito de eliminar o mesmo o processo de centrifugagdo II,
passando este a decantacao;

Aplicar os isolados proteicos em produtos alimenticios convencionais que utilizam
proteinas de soja, a fim de avaliar as caracteristicas de aplicacdo, textura, cor e outros;

Utilizar ensaios biol6gicos com as proteinas obtidas para alimentagdo animal, a fim de

avaliar a sua converséo alimentar.

Avaliar qualidade microbiolégica do isolado proteico obtido, comparando contra a
qualidade microbiologica da matéria-prima e avaliando a vida atil quanto sua
qualidade microbiologica;

Produzir filmes utilizando o isolado proteico produzido com subprodutos de frango,
testando suas caracteristicas e aplicando a uma matriz alimenticia;

Avaliar os aminoéacidos obtidos em processo de hidrdlise enzimatica com possivel

aplicacdo como anti-hipertensivos e anti-microbiolégicos;
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