UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FILLEMON EDILLYN DA SILVA BAMBIRRA ALVES

HIDROLISADO ENZIMATICO DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO:
CONDICOES DE PROCESSO, PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS,
ANTIOXIDANTES E FUNCIONAIS

CURITIBA
2018



FILLEMON EDILLYN DA SILVA BAMBIRRA ALVES

HIDROLISADO ENZIMATICO DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO:
CONDICOES DE PROCESSO, PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS,
ANTIOXIDANTES E FUNCIONAIS

Dissertacdo apresentada ao curso de Pds-
Graduagao em Engenharia de Alimentos, Setor de
Tecnologia, Universidade Federal do Parana,
como requisito parcial a obtengdo do titulo de
Mestre em Engenharia de Alimentos.

Orientadora: Prof.2 Dr.#2 Rosemary Hoffmann
Ribani

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Agnes de Paula Scheer

CURITIBA
2018



Catalogacao na Fonte: Sistema de Bibliotecas, UFPR
Biblioteca de Ciéncia e Tecnologia

A 474h

Alves, Fillemon Edillyn da Silva Bambirra
Hidrolisado enzimatico de farinha de sangue de frango: condigbes de
processo, propriedades fisico-quimicas, antioxidantes e funcionais / Fillemon
Edillyn da Silva Bambirra Alves. — Curitiba, 2018.

Dissertagéo - Universidade Federal do Parana, Setor de Tecnologia,
Programa de Pés-Graduagao em Engenharia de Alimentos, 2018.

Orientadora: Rosemary Hoffmann Ribani - Coorientadora: Agnes de
Paula Scheer . -

1. Peptideos. 2. Antioxidantes. 3. Farinha de sangue de frango. I.
Universidade Federal do Parana. Il. Ribani, Rosemary Hoffmann . lll. Scheer,
Agnes de Paula. IV. Titulo.

CDD: 660.634

Bibliotecaria: Vanusa Maciel - CRB - 9/1928




MINISTERIO DA EDUCACAO
SETOR TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

U F PR PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO ENGENHARIA DE

ALIMENTOS

TERMO DE APROVACAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Poés-Graduagdo em ENGENHARIA DE
ALIMENTOS da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigao da Dissertagao de Mestrado de
FILLEMON EDILLYN DA SILVA BAMBIRRA ALVES intitulada: HIDROLISADO ENZIMATICO DE FARINHA DE SANGUE DE
FRANGO: CONDICOES DE PROCESSO, PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS, ANTIOXIDANTES E FUNCIONAIS, apos terem

. .. . . - - ] vy / B ¥ N 1,
inquirido o aluno e realizado a avaliagio do trabalho, sio de parecer pela sua APROVA f.\f\. 2 no rito de

defesa.
A outorga do titulo de mestre esta sujeita & homologacéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagbes e corregbes

solicitadas pela banca e ao plenc atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagao.

e

ROSEMARY HOFFMANN RIBANI
Presidente da Banca Examinadora (UFPR)

a rQ\g\M»mifg

Curitiba, 10 de Agosto de 2018,

LUCIANA PORTO DE SOUZA VANDENBERGH
Avaliador Externo (UFPR)

oo naL ((Zuoe

LUANA CAROLINA BOSMULER ZUGE
Avaliador Externo (UFPR)

4 Franusco Heraclwto dos Santos 100 - Centro Polltecnlco Curmba Parana Brasul
CEP 81531-980 - Tel: (41) 3361-3232 - E-mail: posalim@ufpr.br




AGRADECIMENTOS

Agradeco as minhas professoras orientadoras, professora Rosemary e
professora Agnes, pelo tempo dedicado, pelo conhecimento transmitido, pela
confianga depositada, pelas palavras motivadoras e pela grande receptividade
quanto a ideia proposta para este projeto de pesquisa. Obrigado por tudo durante
todos esses anos que vao além desses dois ultimos no Mestrado, mas que também
dizem respeito aos anos da graduacgéo.

Agradeco as professoras Luciana Vandenberghe e Luana Bosmuler Zige
por fazerem parte da banca e por suas contribuicbes ao trabalho com sua visao,
conhecimento e experiéncia. Também agradeco ao professor Vitor Renan da Silva e
a professora Michele Rigon Spier por sua participagdo no meu exame de
Qualificagao, enriquecendo muito a proposta do trabalho apresentada na ocasiéo.

Agradeco ao engenheiro que providenciou a matéria-prima utilizada nesse
trabalho, pois sem isso nada teria sido possivel. A seu pedido, estou mantendo seu
nome e empresa onde trabalha em sigilo, mas sempre me lembrarei com gratidao de
sua atitude ao compreender as dificuldades para conseguir esse tipo de material
para pesquisa e por ter sido muito solicito.

Agradeco aos colegas e amigos do grupo Bioativos, em especial o Gerson e
a Danielle, que participaram de forma muito valiosa na preparagao do artigo e me
ensinaram muitas coisas importantes, além de me motivarem muito para chegar até
o fim desta etapa. Agradeco também a Suélen, que, junto com o Gerson, participou
ativamente na preparacdo do trabalho enviado para o Congresso Brasileiro de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (CBCTA) de 2018 e também por seu
conhecimento. Também agradeco a Polyanna pelas inumeras dicas e contatos que
tornaram possivel a realizacdo de muitas analises feitas para este trabalho e a
Rafaela, pela amizade e, junto com a Suélen, estar cuidando das anadlises de
propriedades antioxidantes no grupo.

Agradeco aos colegas e amigos do grupo Emultec por toda a amizade e a
ajuda. Ao Klayton, pela amizade que vem desde o comego da graduagéao e por todas
as dicas importantes para as disciplinas no Mestrado. A Aline, Madeline, Raquel e
Luiza pelos trabalhos que fizemos juntos para o Encontro Regional Sul de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ERSCTA) e o Simpdsio Paranense de Modelagem,

Simulagdo e Controle de Processos (Simproc). Agrade¢co também a Danielli e a



Isabel pela amizade e por toda a ajuda no laboratério, e a Giovana, pela amizade
que também comecgou na graduagao e pelo companheirismo durante as disciplinas
do Mestrado.

Agradeco a Isabela pela participacdo naquele trabalho para o ERSCTA e
pela ajuda imprescindivel ao ter me fornecido os contatos de todos os abatedouros
da regido Sul do Brasil. Com as dificuldades que estava enfrentando, certamente
nao teria sido possivel conseguir a matéria-prima para o trabalho sem essa ajuda.

Agradecgo a Elaine, por suas dicas muito importantes quanto ao estudo de
proteinas e por ter me passado contatos importantissimos para analises
fundamentais para este trabalho.

Agradeco as doutorandas do Programa de Pés Graduagdo em Ciéncias —
Bioquimica da UFPR, Ana Caroline e Heloisa, por sua imensa contribuicdo ao
trabalho com a eletroforese em gel e com a espectroscopia de dicroismo circular.

Agradeco ao professor Carlos Itsuo Yamamoto por ter disponibilizado a
analise de minerais no Laboratorio de Analises de Combustiveis Automotivos
(LACAUT), o que foi muito importante para complementar os resultados de analise
da composigcao quimica da matéria-prima utilizada neste trabalho.

Agradeco a todos os técnicos e funcionarios da UFPR por sua prestatividade
e importante contribuicdo para este trabalho: Paulo, Luis e Carlos (Secretaria do
PPGEAL), Marcelo (Laboratério de Quimica Analitica Aplicada), Jair (Laboratério de
Analise de Alimentos), Andreia e Patricia (Central Analitica da Engenharia Quimica),
Mauricio e Maria da Graga (Central Analitica da Farmacia), Walderson (Laboratério
de Ceramica), Wanderlei (Laboratério de Tecnologia de Alimentos), Cintia
(LACAUT), Grazielli (Laboratério de Espectroscopia de Infravermelho), ao
Departamento de Quimica e a Central de Produtos Quimicos, assim como toda a
equipe do Centro de Microscopia Eletronica.

Agradeco ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) pela bolsa recebida e a Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo fomento ao projeto.

Agradeco a Universidade Federal do Parana e ao Programa de Pods-
Graduagao em Engenharia de Alimentos pela oportunidade de continuar a aprender
para crescer.

A todos vocés, um grande e sincero:

Muito obrigado.



“Ndo se pode banhar-se duas vezes no mesmo rio.”

Heraclito de Efeso



RESUMO

Sangue de frango é um subproduto de abatedouro rico em proteina,
geralmente transformado em farinha de sangue para ser incorporado em ragdes. No
entanto, esse alto conteudo de proteina somado aos seus elevados niveis de ferro
indica que esse material pode ter destinos mais nobres. Esse subproduto tem o
potencial de ser utilizado em suplementacdo, bem como pode ser hidrolisado,
buscando a obtengcdo de peptideos com interessantes propriedades funcionais e
bioativas. Enquanto o sangue de outros animais tem sido estudado dentro desse
tema, uma investigacao das propriedades de interesse do sangue de frango para a
industria de alimentos também se faz necessaria. Nesse sentido, o presente trabalho
apresenta um estudo das condi¢des de processo da protedlise da farinha de sangue
de frango (FSF) e das propriedades funcionais e antioxidantes de seus hidrolisados
(HFSF). O efeito da temperatura, do pH e da concentracdo de enzima no grau de
hidrélise (GH) foi avaliado utilizando o planejamento experimental de Doehlert. Um
modelo estatistico foi usado para predizer as condi¢des resultantes no maximo GH.
FSF é rica em proteina (93,42%) e ferro (1.290,28 mg/kg). Amostras de HFSF nas
condicbes o6timas com diferentes GH de acordo com a duragdao da reacao: 60
(22,6%), 90 (24,5%) e 120 min (29,7%). Todos os hidrolisados tiveram massa
molecular inferior a 14,4 kDa, conteudo de heme crescente e correlacionado com os
parametros de cor dos pos de HFSF, tendéncia em formar agregados higroscopicos
com diametro decrescente e, em comparacdo com a FSF, maior estabilidade
térmica. Espectrometria de absor¢cdo no ultravioleta, espectroscopia no
infravermelho e dicroismo circular confirmaram as mudangas conformacionais nos
HFSF e um aumento no numero de terminais N e C em fungdo do GH. De acordo
com o GH, comparadas a FSF, as amostras de HFSF tiveram melhor capacidade de
retencdo de 6leo que diminuiu com o GH (1,26-2,55 mL/g). Comparado a proteina
isolada de soja, as espumas de HFSF exibiram melhor comportamento em pH
neutro, com espumabilidade crescente (52,1-170,8%), mas estabilidade
decrescente (variando de 21,9 a 58,1%). Enquanto isso, emulsées de HFSF
apresentaram baixa atividade emulsificante (34.21-41.39 m?/g) e estabilidade
superior, porém decrescente (variando de 28,56 a 77,74 min). O tratamento
enzimatico resultou em hidrolisados com atividade antioxidante. Foi verificado que a
atividade FRAP é prejudicada pela extensdo da hidrolise, enquanto o HFSF obtido
com 90 min de reagao apresentou as melhores capacidades de sequestro dos
radicais ABTS e DPPH (58,40 e 85,99 pmol TE/g, respectivamente). Esses
resultados indicam que o HFSF é um potencial ingrediente para a industria de
alimentos com propriedades funcionais e antioxidantes, e que o controle rigoroso do
processo € imperativo para ajustar o GH que resulte em hidrolisados com as
caracteristicas desejadas.

Palavras-chave: subproduto de abatedouro; peptideos; grau de hidrélise;
propriedades  emulsificantes; propriedades de  espuma;
propriedades antioxidantes.



ABSTRACT

Chicken blood is a slaughterhouse by-product rich in protein commonly
transformed into blood meal to be used as animal food. However, having high protein
content and high iron levels indicates that this material possibly has better uses. This
by-product has the potential to be used in supplementation and hydrolyzed as well,
aiming for the obtaining of peptides having interesting functional and bioactive
properties. While blood from other animals is being studied within this subject, an
investigation of the chicken blood properties of interest for the food industry is
necessary as well. In this sense, this work presents a study of the process conditions
of proteolysis of chicken blood meal (CBM) and the functional and bioactive
properties of its hydrolysates (CBMH). The effect of the temperature, pH and enzyme
concentration in the degree of hydrolysis (DH) was assessed using the Doehlert
experimental design. A statistical model was used to predict the conditions resulting
in the maximal DH. CBM is rich in protein (93.42%) and iron (1290.28 mg/kg). CBMH
samples were prepared at optimal conditions with different DH values according to
the hydrolysis duration: 60 (22.6%), 90 (24.5%) and 120 min (29.7%). All
hydrolysates had a molecular weight lower than 14.4 kDa, increasing heme content
correlated with the color parameters of CBMH powders, tendency to form hygroscope
aggregates with decreasing diameter and higher thermal stability than CBM. UV
absorption spectroscopy, infrared spectroscopy and circular dichroism confirmed the
conformational changes in CBMH and an increase in N and C terminals in function of
the DH. According to their DH, compared to CBM, CBMH samples had enhanced oll
holding capacity that decreased with the DH (1.26—2.55 mL/g). Compared to soy
protein isolate, CBMH foams exhibited better behavior at neutral pH, with increasing
foam capacity (52.1-170.8%), but decreasing foam stability (ranging from 21.9 to
58.1%). Meanwhile, CBMH emulsions displayed low emulsifying activity (34.21—
41.39 m?/g) and higher but decreasing emulsifying stability (ranging from 28.56 to
77.74 min). The enzymatic process resulted in hydrolysates displaying antioxidant
properties. The FRAP activity was found to be impaired with the extension of
hydrolysis, while the CBMH obtained after 90 min of hydrolysis displayed the best
overall ABTS and DPPH scavenging abilites (58.40 e 85.99 pmol TE/qg,
respectively). These results indicate that CBMH is a potential ingredient for the food
industry with functional and antioxidant properties and that the rigorous control of the
process conditions is imperative to adjust the DH in order to obtain hydrolysates with
the desired characteristics.

Keywords: slaughterhouse by-product; peptides; degree of hydrolysis; emulsifying

properties; foaming properties; antiodixant properties.
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1 INTRODUGCAO

O setor agroindustrial brasileiro representa cerca de um quarto da economia
nacional e a producédo de alimentos ocupa o papel mais importante. No ambito dos
alimentos, a produgdo vegetal e a de origem animal estdo interligadas e sao
afetadas pela distribuicdo e localizagdo dos centros consumidores. A producao de
carne tem grande relevancia entre os alimentos de origem animal; o consumo tem
aumentado, impulsionado pelo crescimento populacional e pela redugao da pobreza
e da miséria. No entanto, o aumento da produgao para atender a demanda resulta
em uma maior geragdo de efluentes principalmente liquidos, consequéncia
preocupante, mas que eleva o interesse em tecnologias para seu reaproveitamento.

Em virtude do crescente rigor da legislagdo ambiental, buscam-se reduzir a
geracao de residuos e identificar formas menos onerosas de trata-los e destina-los.
No que diz respeito a producado de carne, mais precisamente a etapa de abate, o
sangue € um subproduto bastante preocupante. Uma vez presente no efluente
liquido dos abatedouros, confere elevadissima carga poluente e torna necessario um
complexo processo de tratamento para que seja possivel langar esse efluente
tratado em corpos hidricos. Assim, torna-se necessaria a valorizagao desse material.
Uma das alternativas que tem sido amplamente empregada é a producao de farinha
de sangue que, por seu elevado conteudo proteico (acima de 80% em proteina
bruta, base seca), pode ser usada na alimentagdo animal. Essa aplicagédo tem por
objetivo reduzir os custos de produgao a partir da mistura de ragdes convencionais
com farinha de subprodutos e também mitiga o impacto ambiental dos abatedouros.

A comunidade cientifica tem, no entanto, observado e estudado outros
destinos ainda mais interessantes do ponto de vista econdmico que podem ser
dados a esse subproduto. O sangue, por ser uma rica fonte de ferro, pode ser usado
como ingrediente em suplementos deste mineral, sendo de grande interesse no
combate a anemia ferropriva, problema nutricional de elevadissima magnitude e o
segundo maior causador de doencas na infancia. Além disso, ja € um ingrediente
usado no mundo inteiro em algumas receitas tipicas; no caso do Brasil, pode ser
citado o frango ao molho pardo e a morcela. Nas ultimas décadas, também tem
crescido o numero de estudos que tratam o sangue de animais como fonte de
peptideos bioativos, micronutrientes oriundos da quebra de ligagcdes peptidicas de

proteinas. Estes contribuem para reduzir a alergenicidade e podem ser incorporados
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em alimentos funcionais, que possuem o objetivo de produzirem, além das fungbes
nutricionais basicas, efeitos benéficos para a saude, por exemplo, melhorar as
atividades metabdlicas, prevenir doencas e retardar o envelhecimento. Além de
promover beneficios a saude, peptideos também contribuem para a textura e outras
propriedades organolépticas dos alimentos. Apresentam, ainda, excelentes
propriedades funcionais para a industria de alimentos, como melhorar a formacao e
a estabilidade de emulsdes e espumas, aumentar a solubilidade de proteinas e a
viscosidade de uma solugao, além de formar géis em condigbes adequadas.
Enquanto o sangue bovino e suino tem sido amplamente estudado com as
finalidades supracitadas, poucos estudos abordam o potencial do sangue de frango
como fonte de compostos de interesse para a industria de alimentos. Portanto, neste
contexto, o presente trabalho fez um levantamento de propriedades fisico-quimicas,
funcionais e antioxidantes de proteina de farinha de sangue de frango hidrolisada
enzimaticamente e de como as condi¢cdes de processo afetam essas propriedades.
O texto foi estruturado em cinco segdes. A segunda secao traz uma reviséo
de literatura sobre o assunto, aprofundando sobre a producdo e o consumo de
carne, a hidrélise de proteinas e as propriedades funcionais e antioxidantes de
peptideos. A terceira apresenta a metodologia desenvolvida, enquanto o quarto traz
os resultados obtidos e as discussdes pertinentes. Por fim, a quinta e ultima sec¢ao
faz um apanhado das observagdes deste trabalho em suas consideragdes finais,

apresentando também recomendacdes para trabalhos futuros dentro do tema.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi estudar a hidrolise enzimatica de proteina de

farinha de sangue de frango e o efeito das condi¢cdes de processo em propriedades

fisico-quimicas, funcionais e antioxidantes dos hidrolisados obtidos.

1.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Caracterizar a farinha de sangue de frango quanto a sua composicao
centesimal em proteina bruta, umidade e cinzas, além de estabelecer
sua composi¢cao mineral,

Determinar as condi¢des otimas para a hidrélise enzimatica de
proteina de farinha de sangue de frango visando maximizar o grau de
hidrolise;

Estabelecer uma relagcdo entre a extensdo da hidrélise com
propriedades visuais e morfoldgicas dos hidrolisados;

Investigar o impacto da hidrolise enzimatica na estabilidade térmica
dos hidrolisados;

Estudar o efeito do tempo de hidrdlise sobre caracteristicas fisico-
quimicas dos hidrolisados;

Estudar propriedades emulsificantes dos hidrolisados em emulsdes
O/A e compara-las com as propriedades de uma proteina comercial,
Estudar propriedades de espuma dos hidrolisados em solugdes
aquosas preparadas com diferentes pH e compara-las com as
propriedades de uma proteina comercial,

Verificar se a hidrélise enzimatica de proteina de farinha de sangue
de frango resulta na produgdo de peptideos com atividade

antioxidante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROTEINA ANIMAL

2.1.1 Consumo de carne de frango no Brasil

De acordo com FILHO e colaboradores (2011), o consumo de proteina
animal no mundo é um grande indicador de bem-estar das sociedades. Segundo os
autores, 0 seu consumo cresce conforme o nivel de renda da populacdo. No Brasil,
a producgao de proteina animal &€ dominada pelas carnes de frango e boi, totalizando
quase 80% do total. Além dessas, completam o grupo das quatro mais importantes
fontes de proteina a carne suina e ovos de galinha, como mostram levantamentos
da Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA) e pela Associacao Brasileira
das Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC) (FIGURA 1).

FIGURA 1 — PRODUCAO DE PROTEINA ANIMAL NO BRASIL EM 2017.

Carne de
frango

Outros 44,3%

0,7%

Valores percentuais correspondentes a um total de 29,4 milhées de toneladas.
FONTE: adaptado de ABPA (2018) e ABIEC (2018).

A avicultura é uma atividade praticada desde os primérdios da humanidade
e, desde 1975, se consolida no mundo como uma das mais importantes fontes de
proteina animal. Nas ultimas quatro décadas, a produgao brasileira apresentou um
crescimento anual médio de 10% (FILHO et al., 2011). Segundo dados do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2018), em 2017, o Brasil
produziu 13,2 milhdes de toneladas de frangos de corte e € o segundo maior

produtor mundial, atras dos Estados Unidos e a frente da China. A entidade estima
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que a producao brasileira deva aumentar este ano, alcancando a marca de 13,6
milhdes de toneladas ainda em outubro. No cenario nacional, o Parana produziu 4,3
milhdes de toneladas de frango de corte em 2017 e é o lider de produg¢ao do Brasil,
como mostra a FIGURA 2.

FIGURA 2 — RANKING PRODUGAO DE FRANGOS DE CORTE NO BRASIL.
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Para
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FONTE: EMBRAPA (2018).
Segundo dados do SINDIAVIPAR (2018), de 2007 a 2016, os abates de

frango no Parana registraram um crescimento médio anual de 4,9%, chegando a
marca de 1,79 bilhdo de abates no estado em 2017 e acumulou um crescimento de
61,1% em relacao a 2007, como mostra a FIGURA 3.

FIGURA 3 — ABATES DE FRANGO NO PARANA NA ULTIMA DECADA.
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Entre os fatores que contribuiram para esses resultados positivos,
destacam-se avangos tecnoldgicos no setor, aumento da renda per capita da
populacdo e da sua distribuicdo nas ultimas duas décadas (USDA, 2018). Além
disso, a evolugao dos habitos alimentares, em que a praticidade no preparo das
refeicoes € um fator importante, também favorece o crescimento do consumo
nacional de frango (FILHO et al., 2011). Ao tracar as tendéncias de consumo dos
proximos anos no Brasil, VENTURA (2009) elenca, entre outros fatores, a maior
exigéncia por qualidade, o envelhecimento da populagdo e a valorizagédo da saude

nas decisdes de consumo.

2.1.2 Utilizagao de farinhas de origem animal na avicultura

A avicultura € o principal agente de movimentacédo do mercado de ragdes.
Somente na producgéao primaria, representa a maior demanda de milho e de farelo de
soja no Brasil. A EMBRAPA calcula que essas atividades foram responsaveis por
34% da demanda de todo o consumo de milho do pais, assim como por parte
expressiva do farelo de soja (FILHO et al., 2011). No entanto, esses constituintes
representam alto custo para o produtor, que busca alimentos alternativos para uso
na avicultura. Convenientemente, subprodutos de abatedouros podem ser utilizados
como fonte alternativa de proteina e fosforo para ragdes, reduzindo o custo da dieta
dos animais ao substituirem parcial ou totalmente ingredientes convencionais. Além
disso, eleva-se o lucro dos abatedouros e minimiza a poluicdo ambiental que poderia
ser causada caso esses residuos fossem descartados de forma inapropriada (JAIN;
DHAKAL; ANAL, 2017). O sangue, principal subproduto da industria de
processamento de carnes (CHANDRASEKARAN, 2013), é rico em proteina (17 a
18% em massa) e possui composi¢ao de aminoacidos balanceada, apresentando
diversas possibilidades de uso, incluindo alimentos e farinhas usadas como ragao
animal (OCKERMAN; HANSEN, 1988). No entanto, as farinhas de origem animal
possuem restricbes quanto ao uso devido a sua qualidade sanitaria questionavel e
composi¢cado nutricional muito variavel. Essas dificuldades estdo associadas ao
controle e ao processamento das matérias-primas. Entre as mais utilizadas,
encontram-se a farinha de penas hidrolisadas, a farinha de visceras, a farinha de

carne e 0ssos e a farinha de sangue (MATIAS et al., 2012).
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A farinha de sangue é obtida pela dessecagao do sangue fresco coletado em
abatedouros. Tradicionalmente, a coagulagdo da albumina sérica ocorre através de
aquecimento lento. Separada a parte liquida por decantacido, o residuo sélido é
secado e depois moido. Alternativas de processo incluem a secagem a vacuo para
reduzir o tempo de processamento e o sistema spray-dryer em vez da coagulagao
lenta para elevar a digestibilidade da farinha de sangue ao reduzir as alteragdes
fisico-quimicas em suas proteinas (ANDRIGUETTO et al., 2002).

As farinhas de sangue como a de frango costumam ser excelentes fontes de
aminoacidos essenciais (QUADRO 1), porém limitadas em isoleucina (lle) e
metionina (Met),. Comparado ao sangue de outros animais, 0 sangue de aves
apresenta maiores niveis de lle (27,6 a 30,6 mg/g proteina), enquanto os niveis de
Met costumam ser inferiores ao recomendado pela OMS (16 mg/g proteina), com
faixas que variam entre 6,3 e 7,2 mg/g para sangue de aves e 2,8 a 9,6 mg/g para
sangue bovino e suino (SORAPUKDEE; NARUNATSOPANON, 2017).

QUADRO 1 — PERFIL DE AMINOACIDOS DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO.

Parametros Farinha de sangue de frango | Recomendado pela OMS (2007)
Aminoéacidos essenciais
Leucina (Leu) 94,8 59
Lisina (Lys) 76,0 45
Valina (Val) 52,9 39
Histidina (His) 48,1 15
Fenilalanina (Phe) 56,0
38 (Phe + Tyr)

Tirosina (Tyr) 31,3

Treorina (Thr) 491 23
Isoleucina (lle) 30,6 30
Metionina (Met) 6,3 16

Aminoécidos ngo-essenciais

Acido aspartico (Asp) 79,0

Acido glutamico (Glu) 97,4

Alanina (Ala) 67,5

Arginina (Arg) 52,8

Serina (Ser) 41,2

Glicina (Gly) 35,6

Prolina (Pro) 35,7

* Valores apresentados em mg/g proteina.
FONTE: adaptado de WHO/FAO/UNU (2007); SORAPUKDEE; NARUNATSOPANON (2017).
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2.1.3 Impacto ambiental da atividade dos abatedouros

A carne de frango é o segundo tipo de carne mais consumida no mundo,
atras apenas da carne suina. Como visto no comeco deste capitulo, é a proteina
mais consumida no Brasil, aproximadamente 42 kg por habitante ao ano (ABPA,
2018). Devido ao crescente consumo desse alimento, ha um aumento no numero de
abatedouros e a busca do setor por melhorias nos seus processos produtivos
(PINTO et al., 2015).

Os impactos ambientais dessa atividade sdo preocupantes, pois utiliza
grandes volumes de agua, além de gerar residuos e efluentes com elevada carga
organica. Mundialmente, a industria de processamento de carne utiliza 24% do total
de agua consumida pela industria de alimentos e bebidas e 29% de todo o consumo
do setor agricola. Consequentemente, os abatedouros sdo grandes consumidores
de agua (2,5 a 40 m?® de agua por tonelada de carne produzida) e também grandes
produtores de efluentes liquidos (BUSTILLO-LECOMPTE; MEHRVAR, 2015).

O efluente liquido de abatedouros traz grande preocupagédo ambiental
devido a sua complexa composi¢ao em gordura, proteinas e fibras decorrentes do
processo de abate. A maior parte da contaminagado € causada pelo sangue e pelo
muco gastrico e intestinal. Além disso, esse efluente contém elevados teores de
matéria organica, sais e microrganismos, além de detergentes e desinfetantes
usados na limpeza das instalacdes e equipamentos. Nutrientes, metais pesados, cor
e turbidez entre outros também sado encontrados (BUSTILLO-LECOMPTE;
MEHRVAR, 2015). O QUADRO 2 traz os principais parametros do efluente de abate
e processamento de aves. Nota-se que as faixas sao bastante amplas e
frequentemente seus parametros estdo muito acima dos limites permitidos pela
legislacdo ambiental. Além desses parametros, a Resolugdo CONAMA 430/2011
também estabelece padrbes especificos para o langamento direto de efluentes: pH
entre 5 e 9, temperatura inferior a 40 °C (excedendo até 3 °C no limite da zona de

mistura), 1 mL/L de materiais sedimentaveis e auséncia de materiais flutuantes.
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QUADRO 2 — PARAMETROS DO EFLUENTE DE ABATE E PROCESSAMENTO DE AVES.

Parametros Faixas encontradas Limites permitidos
DBO (mg O,/L) 710 — 4.633 60°

DQO (mg O,/L) 1.400 - 11.118 200°

Oleos e graxas (mg/L) 50 — 897 50°

N total (mg/L) 110 - 700 n/d

N amoniacal (mg/L) 3-300 20°

P total (mg/L) 13-120 n/d
Alcalinidade (mg/L) 350 - 800 n/d

DBO - demanda bioquimica de oxigénio; DQO — demanda quimica de oxigénio; N — nitrogénio; P —
fésforo; n/d — ndo definido. (a) Limites estabelecidos pela Resolugdo CEMA 70/2007 - Anexo 7; (b)
limites estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 430/2011.

FONTE: adaptado de PINTO e colaboradores (2015).

O processo de abate de frangos envolve o descarte de diversas partes da
ave por ndao serem adequadas para o consumo humano e nao terem fins comerciais,
como as carcagas desclassificadas. O rendimento (relagao corte/inteiro) oscila entre
72 e 82% sem considerar a absorgédo de agua e os subprodutos mais aproveitados
sdo penas, sangue e visceras (PINTO et al.,, 2015), como é possivel observar na
FIGURA 4.

FIGURA 4 — RESIDUOS E SUBPRODUTOS RESULTANTES DAS ETAPAS DO PROCESSAMENTO
AVICOLA.
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Fezes Sangue Gordura
Penas Sangue (sp) Gordura Visceras (sp) Pedacos
Agua de Agua de Agua de Sangue Agua de Agua de Agua de
limpeza limpeza limpeza Gordura limpeza limpeza limpeza
Farinhas de
subprodutos

FONTE: CHANDRASEKARAN (2012); PINTO e colaboradores (2015)

Sérios problemas ambientais decorrem da nao utilizagao de subprodutos de
abatedouros, além do custo adicional envolvido no seu correto destino
(JAYATHILAKAN et al., 2012). Por isso, cresce o interesse em novas formas de
revalorizar esses subprodutos, normalmente divididas em geracao de energia e

fabricacdo de produtos (VALTA et al., 2015). Podem ser citados, por exemplo, seu
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uso em biorrefinarias, sua incorporagcao na prépria cadeia produtiva como fonte
alternativa de alimento para animais, recuperacdo de proteinas e obtencido de
nutracéuticos, adsor¢cdo de metais pesados em aguas contaminadas e, ainda, sua
utilizaggo na produgcdo de nanoparticulas e plasticos biodegradaveis
(ARVANITOYANNIS; LADAS, 2008; MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014;
RAVINDRAN; JAISWAL, 2016; VALTA et al., 2015). Entretanto, ao contrario dos
residuos gerados na manufatura de produtos vegetais, sua recuperacéo esta sujeita
a severas limitagdes higiénicas e sanitarias, como o risco de contaminagao e de
transmissdao de doengas devido a elevada contagem microbioldgica patogénica
(MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014).

2.2 HIDROLISE DE PROTEINAS

Subprodutos ricos em proteinas oriundos da agricultura e da industria tém
sido objeto de estudo de muitos pesquisadores com o objetivo de obter
concentrados e isolados proteicos ou melhorar as propriedades funcionais dessas
fontes (CIAN; DRAGO; GONZALEZ, 2012). A hidrélise é uma das alternativas que
permitem a modificacdo das proteinas desses produtos, podendo ser realizada por
meio de métodos quimicos (hidrolise acida ou alcalina), fisicos (pressao e
temperatura) ou enzimaticos, sendo que estes apresentam vantagens consideraveis
em relacdo aos quimicos (BAH et al., 2016a; CIAN; DRAGO; GONZALEZ, 2012).
Geralmente, as condi¢gdes empregadas sao brandas; pH na faixa de 6 a 8 e
temperatura de 40 a 60 °C, de modo a garantir a atividade proteolitica (BAH et al.,
2016a). Enquanto isso, outros métodos requerem o uso de condigdes mais severas,
por exemplo, hidrélise em agua subcritica (ALVAREZ et al., 2016; ALVAREZ;
RENDUELES; DIAZ, 2012) e hidrélise enzimatica em alta pressdo hidrostatica
(TOLDRA et al., 2011).

Ao se considerar as caracteristicas esperadas do hidrolisado enzimatico, é
importante a selecionar a enzima e as condi¢gdes de processo com atencdo. A
combinagao entre razdo enzima/substrato (E/S), temperatura e pH s&o traduzidos no
grau de hidrélise (GH) e possuem grande impacto nas qualidades dos peptideos
produzidos (BAH et al., 2016a). Estudar o efeito e como controlar essas condi¢des é
recorrente na busca por peptideos bioativos a partir de sangue de animais de abate.

Exemplos de como as caracteristicas dos peptideos sao afetadas incluem: razao
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heme/proteina (IN; JEONG CHAE; OH, 2002), atividade antioxidante (CHENG et al.,
2016; SUN et al., 2011), atividade antimicrobiana (ADJE et al., 2013), inibicdo da
enzima conversora de angiotensina | (GOMEZ; ZAPATA, 2014; HUANG; LIU, 2010),
cor e contetido de ferro (CIAN; DRAGO; GONZALEZ, 2012) e liberagdo de heme
para microencapsulacéo (WANG et al., 2017).

2.2.1 Proteases

Proteases ou peptidases sao enzimas que promovem a cisdo catalitica de
ligacdes peptidicas (entre uma carboxila e uma amina) em proteinas. Elas formam a
maior classe de enzimas e constituem 2% do genoma humano (LI et al., 2013). As
enzimas sao classificadas e denominadas segundo o Comité de Enzimas da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), estando divididas em seis
classes, entre elas as hidrolases (enzimas que catalisam a hidrolise de ligagdes
covalentes). Nessa classe, estdo inseridas as proteases (EC 3.4), que sao
agrupadas em familias que se distribuem em superfamilias (clas) denominadas de
acordo com o aminoacido representativo ou o cofator presente no sitio ativo
envolvido na reagao (TAVANO, 2013).

Quanto a posicao da ligagao peptidica clivada em uma proteina ou peptideo,
proteases sao classificadas em dois grupos. As endopeptidases catalisam a hidrdlise
de ligagbes peptidicas internas. As exopeptidases, por sua vez, provocam O
rompimento das ligagcbes nos terminais e, por isso, sao subdivididas em
aminopeptidases (terminal N) ou em carboxipeptidases (terminal C) (HOOPER,
2002). Assim, o uso de endopeptidases na protedlise resulta em um numero elevado
de peptideos, enquanto o uso de exopeptidases produz maior quantidade de
aminoacidos. Essa caracteristica foi explorada por IN, JEONG CHAE e OH (2002),
que realizaram a hidrélise de hemoglobina bovina em duas etapas; a primeira com
Epserase®, uma endopeptidase, e a segunda com Flavourzyme®, um complexo
enzimatico que contém endo e exopeptidases, buscando um elevado grau de
hidrolise. Seguindo esse método, CHANG, WU, CHIANG (2007) compararam o
processo em uma e em duas etapas empregando Alcalase®, uma endopeptidase
alcalina, e Flavourzyme®, verificando que a hidrélise em duas etapas resulta em
peptideos com maior capacidade de ligagdo com o ferro, enquanto o processo com

Alcalase® resulta em peptideos com maior atividade antioxidante.
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Devido as particularidades de cada enzima, € importante uma selecao
cautelosa da mais adequada para a aplicagdo desejada. Na industria, proteases
alcalinas sao extensivamente empregadas por suas vantagens: elevada atividade
catalitica, elevado grau de especificidade e podem ser produzidas em larga escala
com viabilidade econémica. Além disso, suas aplicagbes comerciais incluem limpeza
de membranas, sintese catalitica de peptideos e resolugdo de misturas racémicas
de aminoacidos (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002).

Além de seu uso na protedlise de hemoglobina suina que resultou em
peptideos com maior atividade antioxidante (CHANG; WU; CHIANG, 2007), a
Alcalase® também exibiu resultados melhores que outras enzimas quanto a
producdo de peptideos com atividade inibidora da enzima conversora de
angiotensina | (ligada a hipertensdo) a partir da hidrolise de farinha de sangue de
frango (HUANG; LIU, 2010). Mais recentemente, foi observado que, das proteinas
do sangue de galo-banquiva (Gallus gallus), ao promover sua hidrélise com
Alcalase®, as proteinas do plasma resultam em peptideos com maior atividade
antioxidante (CHENG et al., 2016).

FIGURA 5 — ESTRUTURA DA PEPTIDASE S08.001: SUBTILISINA CARLSBERG COM A TRIADE
CATALITICA DESTACADA EM MODELO DE BOLAS E VARETAS.

FONTE: MEROPS (2018).

Alcalase® é a primeira enzima da familia das subtilisinas (S8), denominada
subtilisina Carlsberg e que compreende as serina endopeptidases extracelulares. Foi

isolada pela primeira vez da bactéria Bacilus subtilis, o que deu origem ao nome a
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essa familia. As subtilisinas utilizam uma triade catalitica composta por acido
aspartico (Asp), histidina (His) e serina (Ser) (FIGURA 5). Sdo estaveis na faixa de
pH 7-10 e sao proteases relativamente ndo especificas. Quanto a sua estrutura,
apresentam 268-275 residuos de aminoacidos e 26,9-27,5 kDa. O ponto isoelétrico
(pl) varia de 7,8 para a subtilisina BPN’ a aproximadamente 11 para as subtilisinas
isoladas da espécie B. lentus. Além disso, apresenta dois sitios de ligagdo com o
calcio; um com baixa e outro com elevada afinidade, importantes na estabilizacdo da
sua estrutura (GRAYCAR et al., 2013).

2.2.2 Grau de hidrélise (GH)

O grau de hidrélise (GH) é definido como a fragao das ligagdes peptidicas
clivadas durante a reacdo enzimatica e suas formas de determinacao sao diversas,
nao havendo método padrao para determinacdao do GH (RUTHERFURD, 2010).

Entre os mais utilizados, o pH-Stat € uma técnica pratica para o
monitoramento do GH em tempo real pela adicdo de base ou acido a fim de se
manter o pH da reacdao a um valor constante e foi desenvolvida por JACOBSEN e
colaboradores (1957). Quando a hidrélise € conduzida em um pH superior ao pKj,
dos grupos a-NH, o numero de ligagdes peptidicas quebradas é proporcional ao
consumo de base (ADLER-NISSEN, 1977), como mostra a Eq. (1):

h =100 X BXNp

Reot aXMthtOt

GHpH—Stat (%) = (1)

onde h é o numero meédio de ligagdes peptidicas clivadas, ht: € 0 numero médio de
ligagdes peptidicas no substrato, B € o consumo de base (mL), Np € a normalidade
da solucado alcalina, a € o grau de dissociagdo meédio dos grupos a-NH calculado
pela Eq. (2) e Mp € a massa de proteina no substrato (g).

10(PH-DK)
a=——7rn (2)
1+10(PH-PK)

onde pH é o pH da reacdao e pK é o pK médio das proteinas presentes. Como a
natureza do substrato costuma ser bastante complexa, a equacédo de Steinhardt &
Beychok (1964) é usada para estimar o valor do pK na temperatura de reacao T (K),

como mostra a Eq. (3):
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2400x(298-T)
298XT

K=78+ (3)

Apesar do pH-Stat ser pratico e permitir monitorar o GH em tempo real de
forma simples, por ser uma forma indireta de determinar a extenséo da hidrdlise, sua
confiabilidade é bastante limitada. Assim, faz-se necessario determinar o GH por
técnicas mais confiaveis, como a do ortoftaldialdeido (OPA) e a do acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS), que envolvem uma etapa de derivatizagao
(RUTHERFURD, 2010).

Desenvolvido por CHURCH e colaboradores (1983), o método do OPA
apresenta a vantagem de ser mais rapido, também podendo ser usado como uma
forma de monitoramento do GH em tempo real. A técnica tem como principio a
reagao de aminoacidos com OPA (1,2-benzeno dicarbonal) na presenga de um tiol
(2-mercaptoetanol, por exemplo), produzindo um derivativo altamente fluorescente
com maximo de excitagdo a 380 nm e maxima emisséo fluorescente a 450 nm, como
mostra a (DAMODARAN, 2017):

,;/0 S—CH,-CH,-OH
¢ HS—CH,—CH,—OH
~H R—CH—CO0H (mercaptoetanol) e
o | > N— CH— COOH
C’;’ NH, o [
R
M (4)

A determinacdo do GH por essa técnica consiste em reagir uma amostra de
hidrolisado com OPA na presenca de um tiol e medir sua absorbancia a 340 nm.
Esse valor é entdo usado para calcular o numero médio de ligagdes peptidicas
clivadas por proteina (n) usando a Eq. (5):

Az XMXV
gxdpr

(5)

onde Asg € a absorbancia lida a 340 nm, M € a massa molar média da proteina no
substrato (g mol™), V é o volume de reagdo (mL), € é o coeficiente de extingdo molar

"'em™), d é o fator de diluicdo e Mp é a massa de proteina no

da proteina (M~
substrato (g). De posse do valor de n, o GHopa pode ser calculado com o numero

médio de ligagdes peptidicas por unidade de proteina (n¢¢) usando a Eq. (6):

n

Ntot
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2.3 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE PROTEINAS E PEPTIDEOS

As proteinas sdo componentes funcionais basicos de varios produtos
alimenticios e possuem grande influéncia em propriedades sensoriais € nutricionais.
As propriedades funcionais s&o aquelas que dizem respeito de como as proteinas se
comportam em sistemas alimenticios durante a sua preparacdo, processamento,
armazenamento e consumo. Destacam-se: solubilidade, retencdo de agua,
propriedades de espuma, gelificagcdo, propriedades emulsificantes e retencdo de
Oleos e gorduras (ZAYAS, 1997).

Um dos fatores mais importantes para as interessantes propriedades
funcionais das proteinas € sua natureza anfifilica, pois possuem tanto grupos
hidrofilicos como hidrofébicos em sua estrutura (FOEGEDING; DAVIS, 2011). As
propriedades funcionais das proteinas séo prejudicadas quando estdo presentes em
meio com pH proximo ao seu ponto isoelétrico, que € o caso da maioria dos
alimentos acidos. Por isso, a modificagdo enzimatica de proteinas de alimentos tem
sido usada para melhorar essas propriedades em amplos intervalos de pH e outras
condicbes de processo, permitindo maior aplicabilidade desses ingredientes
(PANYAM, 1996).

A hidrélise parcial tem sido usada para melhorar diversas propriedades
funcionais de proteinas, aumentando a solubilidade, revelando grupos hidrofobicos,
aumentando sua hidrofobicidade e reduzindo sua massa molecular (LAM,;
NICKERSON, 2013). O QUADRO 3 elenca uma série de propriedades funcionais de
proteinas que sao modificadas em decorréncia da hidrolise. No entanto, o uso da
hidrolise para aumento da funcionalidade de proteinas esta limitado a baixos graus
de hidrélise; por exemplo, proteinas extensivamente hidrolisadas costumam perder
parte significativa de suas propriedades emulsificantes, pois tendem a saturar a fase
continua em vez de aderir a interface agua-6leo (CONDE; RODRIGUEZ PATINO,
2007).
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QUADRO 3 - PEPTIDEOS E HIDROLISADOS DE PROTEINA: PROPRIEDADES FUNCIONAIS E
CARACTERISTICAS RESULTANTES DE SUA APLICAGAO.

Propriedade Caracteristicas de peptideos e hidrolisados de proteina

Solubilidade Apresentam alta solubilidade, especialmente na faixa de pH 4-5, devido a maior
ionizagao de grupos amino e carboxil.

Estabilidade Adquirem estabilidade térmica mesmo em baixos graus de hidrélise, podendo ser

térmica melhorada pela formagdo de complexos com polissacarideos (ex.: acido
galacturdnico).

Propriedades Habilidade emulsificante melhorada até certo grau de hidrélise, estando restrita a

emulsificantes

tratamentos enzimaticos limitados. Hidrolisados com alto grau de hidrdlise,
obtidos com o objetivo de reduzir a alergenicidade, podem ter suas propriedades
emulsificantes melhoradas pela mistura com polissacarideos como derivados de

amido.

Propriedades

reologicas

Hidrolisados de proteina apresentam viscosidade altamente reduzida e
praticamente nenhuma capacidade de gelificagdo. Apesar de normalmente nao
formarem géis, podem auxiliar em etapas de processamento de alimentos ricos

em nitrogénio.

Osmolaridade

A osmolaridade de hidrolisados de proteina aumenta consideravelmente com a
extensdo da hidrdlise. Alimentos com alta osmolaridade est&o relacionados com a
retencdo de liquido no intestino delgado, provocando disturbios intestinais e
outros sintomas adversos. O controle da osmolaridade de alimentos contendo

peptideos é feito pela adigcdo de outros ingredientes como o amido.

Propriedades

organolépticas

Hidrolisados de proteina costumam apresentar sabor amargo, principalmente
relacionado a presenga de peptideos pequenos com aminoacidos hidrofébicos em
seus terminais (lle, Tyr, Phe, Trp). A redugédo do sabor amargo em hidrolisados &
estudada desde a década de 50 e envolve a separagado dos peptideos amargos,

uso de aditivos para mascarar esse sabor e 0 uso de exopeptidases especiais.

FONTE: NEKLYUDOV; IVANKIN; BERDUTINA (2000)

Neste trabalho, sdo estudadas trés propriedades funcionais dos hidrolisados

de farinha de sangue de frango: capacidade de retencédo de dleo, propriedades de
espuma e propriedades emulsificantes. A habilidade de proteinas em reter 6leos e
gorduras € uma importante propriedade funcional para a industria de alimentos,
especialmente para produtos de confeitaria e a base de carne, pois intensifica a
retencdo de sabor e melhora a percepgao de textura (KINSELLA; MELACHOURIS,
1976).
termodinamicamente instaveis, onde a fase gas é dispersa em uma fase liquida
continua (MYERS, 2006).

relacionada a habilidade das proteinas em reduzir a tensdo superficial, enquanto a

Espumas sdo definidas como sistemas coloidais bifasicos

A espumabilidade ou capacidade de espuma esta
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estabilidade da espuma depende da extensao das interagdes proteina-proteina
ocorrendo na rede intermolecular (PHILLIPS; WHITEHEAD; KINSELLA, 1994). Ja o
estudo das propriedades emulsificantes de proteinas e de seus hidrolisados € muito
relevante porque a emulsificagdo € um processo importante na producdo de muitos
alimentos formulados onde as proteinas agem como importantes estabilizantes,
combinadas com lipideos e carboidratos (ZAYAS, 1997). E sabido que o
emulsificante ideal deve adsorver rapidamente na superficie das gotas da emulséo e
reduzir significativamente a tensao interfacial enquanto forma uma capa protetora ao
redor das gotas, evitando sua agregacdo devido a forgas de repulsdo
(MCCLEMENTS, 2015). Proteinas sdo amplamente usadas como emulsificantes em
alimentos principalmente devido as suas propriedades anfifilicas, que lhes permitem
migrar rapidamente para a interface o6leo/agua. Entretanto, a camada interfacial
formada em torno das gotas costuma ter espessura de 1 a 10 nm, entdo as forgas
de atracdo de van der Waals sao significativamente mais intensas que as forgas
devido a repulsdo estérica pela camada proteica e as gotas tendem a se agregar
quando na auséncia de outras interacdes repulsivas fortes, especialmente quando a
forca ibnica da fase aquosa envolvendo as gotas € aumentada, consequentemente
reduzindo a repulsao eletrostatica (MCCLEMENTS; BAI; CHUNG, 2017).

As aplicagbes de peptideos como ingredientes em alimentos sao amplas
gracas a sua diversidade. Assim, pode-se dizer que cada peptideo possui uma
aplicacado adequada de acordo com as propriedades funcionais requeridas (LACOU,;
LEONIL; GAGNAIRE, 2016), como mostra o QUADRO 4.

QUADRO 4 - EXEMPLOS DE APLICAGOES DE PEPTIDEOS E HIDROLISADOS DE PROTEINA DE
ACORDO COM CARACTERISTICAS ESPERADAS.

Aplicagao Caracteristicas esperadas
Molhos, sucos e outras bebidas Alta solubilidade e difusividade
Substituicdo de clara de ovo Propriedades de espuma

Produtos carneos Baixa viscosidade e alta gelificacao

Presuntos macios com perda reduzida | Capacidade de retencdo de agua e Dbaixa

durante o cozimento hidrofobicidade

logurtes e queijos Propriedades de textura (viscosidade, granularidade,

maciez, elasticidade)

FONTE: LACOU; LEONIL; GAGNAIRE (2016).
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2.4 PEPTIDEOS BIOATIVOS

O interesse em peptideos bioativos vem de longa data; MELLANDER (1950)
foi o responsavel pelo primeiro estudo dentro do tema, relacionando a ingestao de
peptideos da caseina do leite com a calcificacdo de ossos em recém-nascidos
raquiticos. Desde entdo, a comunidade cientifica tem investigado novas fontes
desses fragmentos especificos das proteinas que, além de suas fungdes
nutricionais, provocam impacto positivo nas fungdées corporais ou em sua condigao,
podendo trazer beneficios a saude (BHAT; KUMAR; BHAT, 2015). Esses peptideos
costumam apresentar 2 a 20 aminoacidos e massas moleculares inferiores a 6000
Da, com bioatividade que varia de acordo com sua composicdo e sequéncia de
aminoacidos (DE CASTRO; SATO, 2015). Frequentemente, esses compostos
possuem efeitos como reducao de colesterol, além de atividades antiprotozoarias,
antivirais, antitrombdética, antioxidante, antihipertensiva e antimicrobial, tornando
esses peptideos atraentes para sua aplicagdo em alimentos e farmacos (SHAHIDI,;
ZHONG, 2008).

Os peptideos bioativos, quando constituintes da cadeia polipeptidica de
proteinas, apresentam-se em sua forma inativa ou encriptada. E quando s&o
liberados em um processo de protedlise (hidrélise da proteina) ou fermentagao
(HAYES et al., 2007) que passam a exibir sua fungdo. Além disso, também ocorrem
naturalmente em alimentos ou podem ser sintetizados pelo organismo mediante
mecanismos ribossomais ou ndo, sendo assim capazes de exercer sua agao
fisiolégica diretamente (LEMES et al., 2016). Para ser considerado bioativo, o
componente deve apresentar efeito biologico benéfico e mensuravel a um nivel
fisiologico realistico, estando excluidos dessa definicdo efeitos como toxicidade,
alergenicidade e mutagenicidade (MOLLER et al., 2008).

No presente trabalho, € dada maior atencdo a medida do potencial
antioxidante dos peptideos. Para ser denominado antioxidante, o composto deve ser
capaz de retardar ou inibir processos oxidativos que ocorrem sob a influéncia do
oxigénio ou de outras formas reativas. Os antioxidantes estdo envolvidos na defesa
do organismo contra patologias associadas ao ataque de radicais livres,
apresentando-se como antioxidantes enddgenos (compostos enzimaticos ou nao
enzimaticos) e exdgenos (vitaminas C, D, E e K, B-caroteno, flavonoides e selénio)
(PISOSCHI; NEGULESCU, 2012). Sdo muitos os métodos usados para determinar
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atividade antioxidante in vitro, porém eles ndo s&o capazes de mensurar a atividade
antioxidante total de um composto. Além disso, dificilmente os resultados ndo se
traduzem nos beneficios esperados para a saude de um individuo. Ainda assim,
meétodos colorimétricos de determinacao de atividade antioxidante como o DPPH,
ABTS e FRAP sao importantes para estudar mecanismos e melhorar processos de
produtos alimenticios buscando reduzir a perda desses compostos (ZIELINSKI;
HAMINIUK; BETA, 2016). Com relagao a identificacédo dos peptideos antioxidantes,
a espectrometria de massas com ionizacao e dessorcao a laser assistida por matriz
e analisador de tempo de voo (MALDI-TOF-MS) tem sido o método de referéncia.
Até cinco anos atras, mais de 1200 peptideos com essa e outras bioatividades ja
haviam sido identificados e catalogados (SINGH; VIJ; HATI, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

Farinha de sangue de frango (FSF) (43,7% de umidade) foi gentiimente
doada por uma empresa do interior paranaense. A umidade residual da matéria-
prima foi removida em liofilizador Liotop L101 (Liotop, Brasil) a =50 °C e <30 Pa por
4 dias e separada em embalagens de polietileno de baixa densidade selados a
vacuo em seladora VC999 K3 (VC999, Suiga), que foram armazenados sob
refrigeragdo. Proteina isolada de soja (PIS) comercial foi comprada de um produtor
local (Bremil Industria de Produtos Alimenticios Ltda., Arroio do Meio — RS),
apresentando conteudo de proteina >90%. Solugdo enzimatica Alcalase® 2.4L FG
(atividade enzimatica declarada: 22,4 U/g), solucdo de reagente ortoftaldialdeido
(OPA), padrbes e reagentes usados nos ensaios de atividade antioxidante (TPTZ,
ABTS e DPPH) foram adquiridos junto a Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil). L-leucina
foi fornecida pela Ajinomoto (Curitiba, Brasil). Outros reagentes utilizados neste

trabalho apresentam grau analitico.

3.2 COMPOSICAO QUIMICA DA FARINHA DE SANGUE DE FRANGO

Os métodos oficiais da AOAC (1990) foram usados para determinar a
composi¢cao quimica da FSF em termos de umidade residual, cinzas totais, proteina
bruta e minerais. A umidade foi calculada com base na perda de massa em estufa
com pressao reduzida até massa constante (AOAC 934.01). Proteina bruta foi
estimada pelo método de Kjeldahl usando N x 6,25 (AOAC 954.01). O conteudo de
cinzas foi determinado por perda de massa apds incineragdo em mufla (AOAC
942.05). A analise de minerais incluiu a quantificagcao de ferro, magnésio, zinco,
cobre, manganés, cromo e selénio mediante espectrometria de emissao atdbmica por
plasma de argbnio indutivamente acoplado (ICP OES) (AOAC 968.08). Antes de
submeté-las a essa analise, as amostras foram previamente mineralizadas por via
seca (dissolvidas em solugdo de HNO3; 10%) conforme protocolo do Instituto Adolfo
Lutz (2005).
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3.3 OBTENCAO DOS HIDROLISADOS E ANALISE DO PROCESSO

3.3.1 Procedimento de hidrélise da farinha de sangue de frango

Farinha de sangue de frango liofilizada foi dispersa em proporg¢ao 1:50 (m/v)
em agua destilada. O pH inicial foi ajustado usando solugdo 4,0 M de NaOH ou
1,0 M de HCI apds o aquecimento da mistura até a temperatura de reacdo. Apos a
estabilizacdo das condi¢des iniciais, a hidrélise foi iniciada pela adicdo de uma
quantidade previamente pesada de Alcalase® diluida em 5 mL de agua destilada, de
acordo com a propor¢ao de enzima em relacdo ao substrato daquele ensaio. A fim
de se avaliar o grau de hidrélise (GH) durante os ensaios pelo método pH-Stat, uma
solucao 1,0 M de NaOH foi usada, mantendo-se o pH da reacédo constante enquanto
o volume de base adicionada era monitorado. A reagado foi interrompida pela
inativacdo da enzima: neutralizagdo usando solucdo 4,0 M de HCI e aquecimento
até a temperatura de ebulicdo da mistura, que permaneceu em ebuligdo por 15 min
e foi entdo colocada em um banho de gelo para ser rapidamente resfriada até a
temperatura ambiente. Uma aliquota de 15 mL da suspenséo foi reservada para a
avaliacdo do GH final pelo método do OPA e a determinagdo de heme liberada
durante a hidrolise. Ja para os hidrolisados que foram selecionados para as analises
posteriores, o volume remanescente foi centrifugado em uma centrifuga de bancada
Excelsa Il (Fanem, Brasil) a 3493 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido
para um baldo de fundo redondo e concentrado em evaporador rotativo Fisatom 803
(Fisatom, Brasil) a 60 °C por 20 a 30 min (tempo levado até o aumento perceptivel
da viscosidade da mistura). Os hidrolisados concentrados foram entdo desidratados
em liofilizador VirTis BenchTop Pro (SP Scientific, EUA) por 4 dias a —80 °C e <5 Pa
e armazenados sob refrigeragao até as analises subsequentes. Este procedimento
resultou em 60 a 70% de rendimento em massa de hidrolisado de farinha de sangue

de frango (HFSF) por massa inicial de FSF usada na hidrdlise.
3.3.2 Determinagao do grau de hidrdlise (GH)
Para todos os ensaios de hidrolise de FSF, curvas de GHph.star foram

construidas utilizando a Eq. (1), levando em conta o volume de base consumido em

cada instante de tempo e usando hy: = 7,6 meqv/g, valor recomendado para
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proteina de origem animal (ADLER-NISSEN, 1986). Parte da aliquota reservada do
hidrolisado apos a inativacdo da enzima foi usada para avaliar o GH pelo método do
ortoftaldialdeido (OPA) conforme CHURCH e colaboradores (1983), com
modificagdes. Uma aliquota de 22 uL da amostra de hidrolisado previamente diluida
a 10% foi adicionada a 2,2 mL da solugéo de reagente OPA (1 mg/mL OPA e 2-
mercaptoetanol como o grupo tiol) em uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de
1 cm. A cubeta foi agitada com breves toques e deixada em repouso por 3 a 5 min
antes da leitura da absorbancia a 340 nm em um espectrofotdmetro Shimadzu 1800
UV-Vis (Shimadzu, Japao) a 25 °C. As leituras foram realizadas em triplicata e a
linha de base foi corrigida utilizando a propria solugdo de OPA como branco. Uma
curva padrao foi preparada com aliquotas de 30 a 450 uL de uma solugdo 1 mM de
L-leucina (131,17 g mol™") adicionadas & solucdo de OPA, resultando em & = 6070
M~ em™ (R2 = 0,9966). De posse desses valores, 0 GHopa ao final de cada ensaio

foi calculado utilizando as Egs. (5) e (6).
3.3.3 Planejamento experimental de Doehlert e analise do modelo estatistico

Baseado em testes preliminares, o planejamento experimental uniforme de
Doehlert (1970) foi selecionado para estudar o efeito das seguintes variaveis de
processo na hidrolise de FSF por Alcalase®: temperatura (T), razao
enzima/substrato (m/m) (E/S) e pH. Essa matriz permite que os fatores sejam
avaliados mediante diferente numero de niveis entre si; neste trabalho, as variaveis
foram avaliadas da seguinte forma: T em 5 niveis, E/S em 7 e o pH em 3. O numero
de pontos experimentais (N) para 3 fatores na matriz de Doehlert € 13 e o ensaio no
ponto central do dominio experimental foi executado em triplicata para a estimativa
da variancia residual. Os ensaios realizados em ordem aleatéria para quebrar um
possivel viés nos resultados, interrompendo a hidrélise apds 90 min de reagao. As
correspondentes condicdbes em que foram realizados estdo apresentadas na
TABELA 1.

Um modelo quadratico completo incluindo os termos de interagao binaria (10
coeficientes no total) foi aplicado para descrever o efeito das variaveis de processo
selecionadas na hidrolise de FSF por Alcalase® (Eq. (7)). Os valores de GH obtidos
pelo método OPA foram utilizados para calcular os coeficientes do modelo

estatistico.
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GHopa = ao+ X ;X + X  auX? + X7y ?=i+1 a;;jXiX; (7)

onde ap € a intercessao, as variaveis X; sdo as variaveis independentes codificadas
(fatores), as variaveis a; sdo os coeficientes lineares, a; s&o os coeficientes
quadraticos e aj; sdo os coeficientes de interagdo binaria. Os valores de GHopa
calculados com este modelo sao validos apenas dentro do dominio experimental. O
modelo obtido foi usado para calcular as condicbes de processo (desejabilidade)
dentro desses intervalos de modo a maximizar o GHoppa utilizando o método dos
minimos quadrados. As condi¢cbes ideais foram usadas para preparar novas
amostras de HFSF variando a duracdo da hidrdélise: 60, 90 ou 120 min. Esses
hidrolisados foram selecionados para todas as analises posteriores e nomeados
como HFSF60, HFSF90 e HFSF120.

TABELA 1 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE DOEHLERT COM 3 FATORES PARA A
HIDROLISE DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO POR ALCALASE®.

Valores experimentais (valores codificados)

Ensaio Temperatura (°C) E/S (%) pH

X4 X, X3
1 58,0 (0) 5,0 (0) 8,0 (0)
2 58,0 (0) 5,0 (0) 8,0 (0)
3 58,0 (0) 5,0 (0) 8,0 (0)
4 66,0 (1) 5,0 (0) 8,0 (0)
5 62,0 (0,5) 6,5 (0,866) 8,0 (0)
6 62,0 (0,5) 5,5 (0,289) 8,5(0,817)
7 50,0 (1) 5,0 (0) 8,0 (0)
8 54,0 (-0,5) 3,5 (-0,866) 8,0 (0)
9 54,0 (-0,5) 4,5 (-0,289) 7,5 (-0,817)
10 62,0 (0,5) 3,5 (-0,866) 8,0 (0)
11 62,0 (0,5) 4,5 (-0,289) 7,5 (-0,817)
12 54,0 (-0,5) 6,5 (0,866) 8,0 (0)
13 58,0 (0) 6,0 (0,577) 7,5 (-0,817)
14 54,0 (-0,5) 5,5 (0,289) 8,5(0,817)
15 58,0 (0) 4,0 (-0,577) 8,5(0,817)

3.3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio em
presenca de tricina (SDS-Tricina-PAGE)

O perfil eletroforético das amostras de HFSF foi determinado por SDS-

Tricina-PAGE de acordo com Schagger (2006). As amostras foram preparadas em
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tampéao (2% dodecil sulfato de sddio (SDS) (m/v), 5% 2-mercaptoetanol (v/v), 10%
glicerol (m/v), 0,015% azul de bromofenol e 150 mM de Tris/HCI pH 6,8) e incubadas
a 100 °C por 5 min antes de serem carregadas em gel pré-moldado sem ureia. Os
géis foram coloridos com corante Coomassie™ e descoloridos com solugéo de acido
acético/metanol/agua. O kit de calibragdo Amersham LMW contendo fosforilase b
(97 kDa), albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa) foi carregado na tira de
massa molecular. As corridas de eletroforese foram executadas a 130 a 170 V por
1,5 h.

3.3.5 Contelido de heme nos hidrolisados

O conteudo de heme liberada durante a hidrdlise foi determinado pelo ensaio
da piridina-hemocromogénio (BARR; GUO, 2015) com modificagdes. Uma aliquota
de 1,5 mL da solug¢ado oxidante (0,2 M NaOH, 40% (v/v) piridina, 500 uM ferricianeto
de potassio) foi adicionada a 1,5 mL de solu¢do de hidrolisado diluida 1:3 em uma
cubeta de quartzo com 1 cm de caminho ético e varrida no espectrofotémetro UV-Vis
no intervalo de 500 a 600 nm. Em seguida, 30 uL da solugao redutora (0,5 M de
ditionito de sodio em 0,5 M NaOH) foram adicionados a amostra, conferindo-lhe
coloracédo avermelhada apos agitar gentilmente a cubeta com breves toques.
Varreduras das amostras reduzidas foram repetidas até que o espectro com o maior
pico fosse obtido. A concentracdo de heme na amostra foi entdo calculada usando a
lei de Beer e o coeficiente de extingdo molar para o hemocromo Pyr,-heme c (30,27
mM~™ cm™) (BERRY; TRUMPOWER, 1987), correspondente ao pico do espectro
reduzido a 550 nm. A solug¢ao oxidente foi usada como branco e os resultados foram

expressos como mmol de Pyr,-heme/mg proteina.
3.4 ALTERACOES MORFOLOGICAS E DE COR

3.4.1 Andlise de cor

Os parametros de cor no sistema CIE Lab (L* = luminosidade, a* =
coordenada de cor no eixo vermelho/verde e b* = coordenada de cor no eixo
amarelo/azul) das amostras de FSF e HFSF foram medidos em um

espectrofotobmetro de bancada MiniScan XE plus (HunterLab, Alemanha). O croma
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(C) e o angulo de tonalidade (h°) foram calculados usando as Egs. (8) e (9),

respectivamente.

C=vVa?+b*’ (8)
o -1 b_*

he = tan™! (Z) 9)

3.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura da FSF e de seus hidrolisados foi investigada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em um porta-
amostras usando fita adesiva dupla-face e revestidas com uma fina camada
superficial de ouro utilizando um pulverizador SCD030 (Balzers Union, Reino Unido)
e foram analisadas em um microscépio eletrénico de varredura VEGA3 LMU
(Tescan, Republica Tcheca) usando uma tensdo aceleradora de 15 kV. As

micrografias foram adquiridas em ampliagées de 400x e 2000x.

3.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A estabilidade e degradacgéo térmica da FSF e de seus hidrolisados foram
estudadas por analise termogravimétrica (TGA) com o auxilio de um sistema de
analise térmica Perkin Elmer TGA 4000 (Perkin Elmer Inc., EUA) seguindo o
procedimento descrito por CARPINE e colaboradores (2015) com algumas
modificagdes. Uma amostra de aproximadamente 15 mg de FSF e amostras de
HFSF pesando em torno de 5 mg foram colocadas em panelas abertas de platina de
alta temperatura (HT Pt) e varridas de 30 a 995 °C a uma taxa de aquecimento de

10 °C/min. Ar sintético foi usado como gas de purga a uma vazéo de 10 mL/min.
3.6 ANALISE DA ESTRUTURA QUIMICA DOS HIDROLISADOS
3.6.1 Espectros de absorgao ultravioleta
Amostras de HFSF foram dispersas em tampao fosfato 10 mM (pH 7,4) para

uma concentragdo de 0,1 mg/mL. Enquanto isso, para a amostra de FSF, uma

disperséo de 25 mg/mL foi preparada, vortexada e centrifugada a 3493 x g por
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10 min. O sobrenadante contendo a fracdo soluvel da FSF foi coletado e diluido 1:2
no mesmo tampdo. Entdo, uma aliquota de 2,5 mL de cada uma das quatro

amostras foi varrida no espectrofotdbmetro UV-Vis no intervalo de 190 a 400 nm.
3.6.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Discos finos contendo as amostras de FSF ou HFSF diluidas em KBr foram
analisados pela técnica de espectroscopia por refletancia difusa no infravermelho
médio com transformada de Fourier (DRIFTS) em um espectrofotémetro Vertex 70
(Bruker, EUA). Cada amostra foi varrida na faixa de numero de onda de 400 a 4000
cm™' com resolugdo espectral de 4 cm™' e 1024 corridas. Os dados obtidos em

refletancia (R) foram convertidos em valores de absorbancia (A) usando a Eq. (10):

1
A = 10g10 (E) (10)
3.6.3 Espectroscopia de dicroismo circular no ultravioleta distante

Amostras de HFSF foram dispersas em tampao fosfato 5 mM (pH 7,4) para
uma concentragao de 0,1 mg/mL. Enquanto isso, para a FSF, uma dispersao de 10
mg/mL foi preparada no mesmo tampao, vortexada e centrifugada a 3493 x g por 10
min, e entdo o sobrenadante foi coletado para a andlise do conteudo de proteina
soluvel. As amostras foram varridas a 25 °C no intervalo de 195 a 300 nm em um
espectropolarimetro J-815 (JASCO, EUA) acoplado a um controlador de temperatura
usando cubetas com caminho 6tico de 0,1 cm. Os espectros de dicroismo circular
(DC) foram registrados com resolucao espectral de 0,5 nm e a linha de base foi
corrigida ao subtrair o espectro do tampao (SANCHUKI et al., 2016). As
composic¢des de estruturas secundarias foram estimadas a partir dos dados de DC
pelo método CONTINLL usando o soffware CDPro (SREERAMA; WOODY, 2000)
seguindo o procedimento de KASPCHAK e colaboradores (2017).
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3.7 PROPRIEDADES FUNCIONAIS
3.7.1 Capacidade de retencao de dleo

A capacidade de retencédo de dleo (CRO) foi determinada de acordo com
TEIXEIRA e colaboradores (2018) com modificagbes. Aproximadamente 100 mg de
FSF ou HFSF foram pesadas em tubos de 5 mL. Entdo, 4 mL de d6leo de girassol
foram adicionados. Apdés 30 min de repouso com leve agitacdo a cada 10 min, as
amostras foram centrifugadas a 4211 x g em uma centrifuga refrigerada de bancada
Hermle Z383K (Hermle Labortechnik GmbH, Alemanha) por 10 min e inclinadas a
45° por 2 min para drenar o 6leo. Os tubos foram novamente pesados para que a

CRO fosse calculada pela Eq. (11):

CRO (g9/9) = (W) (11)

mg
Onde my é a massa final apds drenar o 6leo, m¢ € a massa do tubo vazio e
ms é a massa de amostra. Os resultados foram expressos em mL 6leo/g proteina

usando 0,891 g/mL como a densidade do 6leo de girassol.
3.7.2 Propriedades de espuma

Solugdes contendo 1% (m/v) de HFSF ou PIS foram preparadas em triplicata
em provetas de 50 mL adicionando aproximadamente 80 mg de amostra a 8 mL de
solugdes 0,5 M de NaCl em agua deionizada e valores de pH ajustados para 4, 7 ou
10. As solugdes foram submetidas a 15.000 rpm por 2 min em um homogeneizador
Polytron PT 3100 D (Kinematica, Sui¢a). O volume das espumas foi medido 30 s
apdés a agitagdo e, novamente, apdés 1 h de repouso. Baseado no meétodo de
COFFMANN e GARCIA (1977), a espumabilidade (CE) e a estabilidade da espuma
(EE) foram expressos, respectivamente, como o aumento percentual de volume e a
porcentagem do volume restante em relagdo ao volume inicial de espuma usando as
Egs. (12) e (13).

CE (%) = 100 x (Vl“"’) (12)

Vo

V211
Vi—Vo

EE (%) = 100 x ( (13)
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onde Vp é o volume inicial (8 mL), V; € o volume 30 s apds o batimento e V; é o

volume 60 min apds a formacao das espumas.

3.7.3 Propriedades emulsificantes

3.7.3.1 Atividade e estabilidade das emulsées O/A

Emulsdes 6leo/agua (O/A) foram preparadas por homogeneizagdo de 5 mL
de dleo de girassol com 15 mL de solugdes 0,5 M de NaCl contendo 1% de HFSF ou
PIS a 20.000 rpm por 3 min. O indice de atividade emulsificante (IAE) e o indice de
estabilidade da emulsdo (IEE) foram determinados de acordo com PEARCE e
KINSELLA (1978) com modificagdes. Aliquotas de 30 uL de cada emulsao coletadas
imediatamente ou 10 min apdés a homogeneizagdo foram adicionadas a 3 mL de
uma solugédo 0,1% (m/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) em uma cubeta de
quartzo com caminho 6tico de 1 cm. A absorbancia foi medida no espectrofotometro
UV-Vis a 500 nm a 25 °C e seus valores foram usados para calcular a IAE e a IEE

usando as Eqgs. (14) e (15), respectivamente:

IAE (m?g~1) = % (14)
IEE (min) = 2£10X2 (15)

AA

Onde F ¢é a fracao volumétrica de 6leo (0,25), Mp € a massa de proteina da amostra,
Agp € a absorbancia inicial, Agip € a absorbancia lida 10 min apdés a
homogeneizagédo, At € o intervalo de tempo entre as leituras (10 min) e AA é a

diferenca entre as absorbancias inicial e final.

3.7.3.2 Microscopia otica

O comportamento da estabilidade e do tamanho das gotas das emulsées foi
verificado por microscopia o6tica de acordo com TEIXEIRA e colaboradores (2018)
com modificagbes. Apds a homogeneizagéo, aliquotas de 4 mL de cada emulsao
foram transferidas para dois tubos graduados de 5 mL. Um tubo foi armazenado a 4
°C e o segundo tubo foi armazenado a 20 °C ao abrigo da luz. As emulsdes foram
observadas em um microscépio invertido Zeiss Axio Observer D1 (Zeiss Vision
GmbH, Alemanha) imediatamente apds a homogeneizagao e nos dias 3 e 7 apoés a

formagao das emulsdes. As micrografias adquiridas em ampliagdo de 160x usando o
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software Axio Vision v4.8.2 foram analisadas com o software ImagedJ para se
determinar a distribuicdo de didmetro de gotas (DDG) efetuando-se medigcbes de

pelo menos 100 gotas por amostra de emulsao.

3.7.4 Propriedades antioxidantes dos hidrolisados

A analise de FRAP foi realizada de acordo com o método descrito por
BENZIE e STRAIN (1996) com modificacbes (BARBI et al., 2018). Absorbancias
lidas a 593 nm foram medidas em um leitor de microplacas Infinite M200 NanoQuant
(Tecan trading AG, Suica) e os resultados foram expressos como pmol de
equivalentes de Trolox (TE) por grama de amostra usando uma curva padrao
preparada com solugdes de Trolox com concentragdes de 0,025 a 0,7 mmol/L (R? =
0,9895).

A capacidade de captura do radical ABTSe+ das amostras de HFSF foi
determinada pelo método descrito por RE e colaboradores (1999) com modificagbes
(BARBI et al., 2018). A solugdo de radical catibnico ABTSe+ preparada no dia
anterior foi diluida em metanol para uma concentracdo cuja absorbancia a 734 nm
fosse ajustada para 0,700 + 0,020, testada em um espectrofotdmetro Spectro 3000W
UV-Vis (Marte Cientifica, Brasil). As absorbancias lidas a 734 nm foram comparadas
com uma curva padrao de solugdes de Trolox com concentragdes de 0,1 a 0,8
mmol/L (R? = 0,9870). Os resultados foram expressos como pmol TE/g amostra.

A capacidade de captura do radical DPPH- foi quantificada pelo método de
BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET (1995) com modificagbes (BARBI et al.,
2018). Leituras de absorbéancia a 517 nm foram comparadas com uma curva padrao
preparada com solugdes de Trolox com concentragdes de 0,1 a 1,0 mmol/L (R? =

0,9930) e os resultados foram expressos como pmol TE/g amostra.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada usando o software Statistica 12.0
(StatSoft™ Inc.); as médias foram comparadas usando analise de variancia
(ANOVA) e suas diferengas foram analisadas usando o teste de Duncan com nivel
de significancia de 5%. Os graficos apresentados foram plotados usando o software

OriginPro 8.6 (Originlab Corporation).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSIGCAO QUIMICA DA FARINHA DE SANGUE DE FRANGO

As composigbes centesimal e mineral da FSF estdo apresentadas na
TABELA 2. Os resultados da composicdo quimica indicam que a FSF tem alto
conteudo de proteina (93,42%) e € rica em ferro (1.290,28 mg/kg). Conteudos
elevados de proteina também foram reportados por SORAPUKDEE e
NARUNATSOPANON (2017) para sangue de frango (88,27%), sangue de pato
(89,70%) e sangue de porco (90,97%). No entanto, o conteudo de cinzas totais
(3,67%) encontrado neste trabalho foi inferior aos relatados por outros autores para
o sangue de frango desidratado (entre 10 e 18%) (HUANG; LIU, 2010;
SORAPUKDEE; NARUNATSOPANON, 2017). E importante ressaltar que a matéria-
prima na producdo de FSF € um subproduto de abatedouro, entdo os valores de
composicao centesimal podem variar significativamente de acordo com a espécie, a
dieta e as condi¢cdes de criagcdo do animal. Também influenciam na composicao da
FSF possiveis contaminantes presentes na cadeia de produgdo da farinha de
sangue, COMO penas, 0SsOs e visceras ou outros subprodutos oriundos do abate de

outros animais.

TABELA 2 — COMPOSICAO CENTESIMAL E MINERAL DA FARINHA DE SANGUE DE FRANGO
LIOFILIZADA.

Composicgao centesimal %* (m/m)
Proteina bruta 93,42 + 1,57
Cinzas totais 3,67 £ 0,44
Umidade residual 1,84 £ 0,07
Mineral mg/kg*
Ferro 1.290,28 + 54,27
Magnésio 230,32 + 3,30
Zinco 38,58 £ 0,19
Cobre 6,50 + 0,01
Manganés 2,18 £ 0,09
Cromo <0,10
Selénio <0,10

* Os valores representam médias + erros padrdes das analises em triplicata (n = 3).
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Com relacdo ao conteudo mineral, o ferro foi quantitativamente o mineral
majoritario na composi¢cao da FSF, seguido de magnésio, zinco e cobre. Deve-se
lembrar de que ferro nos alimentos ocorre na forma heme e ndo-heme, ambos com
diferentes taxas de absorgédo (15 a 35% e 2 a 20%, respectivamente) (MONSEN,
1988). De acordo com SORAPUKDEE e NARUNATSOPANON (2017), o sangue de
frango possui ferro ndo-heme em propor¢gdo muito superior a de ferro heme
(70,81%), entdo, é possivel dizer que, apesar da FSF ser rica em ferro, sua
biodisponibilidade pode ser limitada. Apesar disso, esses resultados indicam que
FSF tem potencial como uma fonte atrativa de proteina e ferro, podendo ser utilizada
em suplementagdo ou como ingrediente em formulagdes alimenticias.

Outro fator importante a ser levado em conta na composi¢cao de materiais
hidrolisaveis é a presenga de inibidores enzimaticos. No caso dos minerais
analisados neste estudo, nenhum deles prejudica a atividade enzimatica da
Alcalase®. Segundo GRAYCAR e colaboradores (2013), outro mineral como o calcio
auxilia na hidrélise com subtilisinas (classificacdo a que pertence a Alcalase®),

devido a sua acgao estabilizante conferida a estrutura da enzima.

4.2 HIDROLISE DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO

O monitoramento do GH é crucial para compreender o mecanismo cinético
da reacdo de hidrdlise. O método pH-Stat se mostrou adequado para obter curvas
de hidrolise por ser rapido e pratico, o que permitiu a analise da cinética do
processo. A FIGURA 6A mostra os perfis de GHpn.stat da hidrolise enzimatica de FSF
em quatro condi¢des experimentais usadas no planejamento experimental de
Doehlert. Como se pode observar, a concentragcdo de enzima tem um papel
importante na velocidade da reacgao, relacionada a primeira derivada no tempo do
GHpu.stat (FIGURA 6B). Para as duas temperaturas comparadas, um aumento na
E/S levou a um maior GHph.stat final e maiores velocidades iniciais de reacao.
Entretanto, a diferenca de velocidade de reagao decresce lentamente até um ponto
em que se torna inferior ao que é observado para as reagdes conduzidas com menor
E/S. Portanto, a atividade da Alcalase® é maior quando a E/S também é maior.
Porém, isso é valido somente durante os primeiros minutos do processo. Enquanto a
FSF é esgotada, o estado inicial de substrato infinito onde todos os sitios ativos da

enzima estdo ocupados passa para a condicdo em que a velocidade de reacéo é
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controlada e limitada pela concentracdo de substrato. Essa transicdo ocorre mais
precocemente para valores superiores de E/S (velocidades iniciais de reagao
maiores). Esse resultado também foi relatado na hidrélise de proteina de coco
(THAIPHANIT; SCHLEINING; ANPRUNG, 2016). De acordo com a aplicagao
desejada, a velocidade de reacdo e o GH requerido podem ser controlados pela
escolha da concentracédo inicial de enzima, que produzem impacto significativo nas

propriedades resultantes dos hidrolisados obtidos.

FIGURA 6 — PERFIS DE GRAU DE HIDROLISE E SUA DERIVADA OBTIDOS PELO METODO PH-
STAT COM HIDROLISE EM DIFERENTES TEMPERATURAS E CONCENTRACOES DE ENZIMA.

(b)

--o--T=54°C; E/S=3,5%
—=— T=54°C; E/S=6,5%
--2--T=62°C; E/S=3,5%
—a— T=62°C; E/S=6,5%

d(G HpH_Stat)/dt

oy gy s e e e e
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90

Tempo (min) Tempo (min)

Enquanto o método pH-Stat foi usado para estudar a cinética da reagao de
hidrolise, o método do OPA foi usado para avaliar o GH final para o ajuste dos
parametros do modelo estatistico proposto utilizando os resultados obtidos do
planejamento experimental de Doehlert. Os valores de GH obtidos pelos dois
métodos estdo apresentados na TABELA 3. Ambos os métodos possuem a
vantagem de n&o apresentarem longas etapas de incubagao e de serem capazes de
monitorar o GH em tempo real, porém, comparando um com outro ou com outros
métodos, o OPA ¢é preferivel para muitos substratos (SILVESTRE et al., 2013;
SPELLMAN et al., 2003).
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TABELA 3 — RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE DOEHLERT PARA A
HIDROLISE DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO

. Condigdes experimentais Valores determinados (90 min de hidrélise)
Ensato (T, EIS, pH) GHyrmtr (%) GHora (%)
1@ 58,0 °C/5,0%/8,0 19,3 19,2
2® 58,0 °C/5,0% /8,0 20,8 22,1
3@ 58,0 °C/5,0% /8,0 20,7 21,2
4 66,0 °C / 5,0% / 8,0 19,5 20,3
5 62,0 °C/6,5% /8,0 20,7 22,8
6 62,0 °C/5,5% /8,5 21,4 22,9
7 50,0 °C /5,0% / 8,0 18,4 18,7
8 54,0 °C/3,5% /8,0 17,6 18,0
9® 54,0°C/4,5% /7,5 14,7 16,1
10 62,0 °C/3,5% /8,0 18,2 20,3
11 62,0°C/4,5% /7,5 22,6 22,9
12 54,0 °C/6,5% /8,0 22,6 21,6
13 58,0°C/6,0% /7,5 23,2 22,2
14 54,0°C/5,5% /8,5 19,9 23,8
15 58,0 °C/4,0% /8,5 21,4 21,3

T — temperatura; E/S — razo enzima/substrato (m/m); GH,.stat € GHopa: grau de hidrélise
determinado pelo método pH-Stat e do ortoftaldialdeido (OPA), respectivamente. (a): ensaios
conduzidos no ponto central do planejamento; (b) e (c) ensaios que resultaram, respectivamente, no
menor e no maior grau de hidrolise segundo o método do OPA.

A Erro! Autoreferéncia de indicador nao valida. mostra que, nas
condigbes usadas nos ensaios, os valores de GH obtidos pelo método do OPA
tendem a ser mais altos do que aqueles obtidos pelo método pH-Stat. Peptideos
menores e aminoacidos livres possuem pK significativamente superior comparado a
peptideos de cadeias mais longas e proteinas, fazendo com que o termo 1/a da
equacgao do pH-Stat seja subestimado, consequentemente subestimando o valor do
GH, o que pode explicar a tendéncia dos resultados observada. Essa caracteristica
€ ainda mais evidente quando a enzima empregada é uma exopeptidase, como foi
relatado por SPELLMAN e colaboradores (2003). O método do OPA, no entanto,
também possui suas limitagbes. A natureza do substrato € muito importante ao
considerar usar esse método; a reatividade do OPA com cisteina e prolina € baixa, o
que faz com que o GH seja subestimado quando o substrato é rico nesses residuos
de aminoacidos, enquanto altos niveis de lisina resultam em um GH superestimado
porque o OPA reage com grupos amina da cadeia lateral desse residuo (CHURCH
et al., 1983; NIELSEN; PETERSEN; DAMBMANN, 2001; RUTHERFURD, 2010).
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FIGURA 7 — COMPARACAO ENTRE OS METODOS PH-STAT E OPA PARA A DETERMINAGAO
DO GRAU DE HIDROLISE.
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O planejamento experimental de Doehlert foi usado para investigar a
influéncia das variaveis de processo no GHopa. Considerando um modelo quadratico
completo com a temperatura (T), pH e a razdo (m/m) enzima/substrato (E/S) como
variaveis independentes, a analise de variancia (ANOVA) mostrou que apenas o
coeficiente linear da E/S e a interagdo entre T e pH foram significativos (p<0,05)
(Erro! Autoreferéncia de indicador nao valida.). Alcalase® é uma serina protease,
uma classe de enzimas cuja atividade € conhecida por apresentar um
comportamento cinético de Michaelis-Menten (HEDSTROM, 2002; JAHANBANI et
al., 2018). Considerando que, para a E/S, somente o coeficiente linear a; é
significativo, € possivel afirmar que as concentragdes iniciais de enzima usadas
eram inferiores ao seu ponto de saturagdo. Foi observado que ha um efeito anti-
sinérgico entre T e pH, pois sua interacao foi significativa e possui valor negativo.
Isso significa que, um aumento na temperatura deve estar acompanhado da redugao
do pH para que se obtenha o mesmo ou um GH maior. Do ponto de vista técnico,
essa caracteristica do processo € interessante, pois a hidrélise pode entdao ser
conduzida a uma temperatura mais baixa e um pH mais elevado para se obter um
GH elevado. Ja para a hidrolise de subprodutos de salmao, GBOGOURI e
colaboradores (2004) tiveram observagdes diferentes; a variavel mais importante foi

0 pH e a interagao entre T e E/S foi significativa e com efeito negativo.
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TABELA 4 - PARAMETROS E COEFICIENTES DE REGRESSAO DO MODELO ESTATISTICO
PARA DESCREVER O GHppa NA HIDROLISE DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (FSF) POR
ALCALASE® OBTIDO COM BASE NO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE DOEHLERT.

Modelo quadratico completo Modelo reduzido
R? 0,872 0,760
MS Residual 0,0001642 0,0001536
Parametros Coeficiente de regressdo | p Coeficiente de regressao | p
Intercesséo (a;) | 0,209 + 0,007 <0,001 | 0,209 +0.003 < 0.001
Linear
T (a1) 0,008 + 0,003 0,056 0,016 + 0.006 0,029*
E/S (ay) 0,017 + 0,006 0,027* 0,020 + 0.006 0,009*
pH (a3) 0,012 £ 0,007 0,078 0,014 + 0.006 0,045*
Quadratico
T2 (a) -0,003 £ 0,003 0,292 - -
(E/S)? (az2) 0,002 + 0,009 0,862 - -
pH? (a3s) 0,009 + 0,007 0,291 - -
Interagao
T*(E/S) (a2) -0,003 £ 0,006 0,669 - -
T*pH (as3) -0,018 + 0,007 0,044* -0,047 £ 0.015 0,012*
(E/S)*pH (a23) | 0,001 +£0,012 0,944 - -

* Parametros significativos a um nivel de confianga de 95%; todos os coeficientes de regressao estao
apresentados como valores numéricos + erros padrao.

As condi¢cdes otimas para a hidrolise de FSF para o maximo GHopa
(desejabilidade) foram calculadas usando o método dos minimos quadrados,
resultando em 50 °C, 6,5% E/S e pH 8,5 com um GHopa predito de 26,1%. Essas
condicdes, no entanto, correspondem aos extremos do intervalo de cada variavel e
estdo fora do dominio experimental analisado no planejamento experimental
(lembrar que a matriz de Doehlert tem formato de cuboctaedro e ndo de um cubo).
Assim, como esperado, 0 GHopa experimental apés 90 min de hidrélise nessas
condicoes (23,7% % 0,5%) é visivelmente inferior ao valor predito. Isso se deve ao
fato de que a temperatura mais baixa desfavorece a cinética da reacéo, o que nao é
levado em conta pelo modelo. A hidrdlise foi entdo novamente realizada um nivel de
temperatura acima daquele (54 °C). Nas novas condigbes, 0 GHopa predito é de
26,0% e o valor observado foi de 24,5% + 1,3%. Assim, o modelo proposto pode ser
usado como uma ferramenta para determinar as condicbes de processo que
resultem no GH desejado. Controlar o GH do processo é importante para ajustar as
propriedades fisico-quimicas dos hidrolisados e para evitar caracteristicas sensoriais

indesejaveis como o sabor amargo (CHEUNG et al., 2015), cuja percepgdao em
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hidrolisados esta relacionada a presenca de niveis altos de residuos de aminoacidos
aromaticos ou hidrofébicos como Leu, Tyr, Ala, Phe e Trp (HUMISKI; ALUKO, 2007),
e esse efeito € mais pronunciado quando estdo localizados em posicdes endo de
peptideos de cadeia longa ou na posi¢cao terminal de peptideos curtos (LIU et al.,
2016).

FIGURA 8 — RESULTADOS DA HIDROLISE DA FARINHA DE SANGUE DE FRANGO NAS
CONDICOES OTIMAS DE PROCESSO.
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Avaliacdo do efeito da temperatura e da duragdo da reagdo no grau de hidrélise (a): as letras
minusculas representam os grupos de amostras classificados pelo teste de Duncan (p<0,05). (b) gel
da SDS-Tricina-PAGE manchado indicando o perfil eletroforético dos hidrolisados obtidos a 90 (1) e
120 (2) min a 54 °C. “M” indica a coluna onde foi injetado o padréo; 1 e 2 se referem as colunas do
HFSF90 e HFSF120, respectivamente.

Além disso, também foi avaliado o efeito da duracdo da hidrdlise no GH
comparando as temperaturas de 50 e 54 °C, como mostra a FIGURA 8A. Aplicando
o teste de Duncan, foi observado que a diferenca de temperatura foi significativa
apenas para 60 min de hidrolise (p<0,05), o que esta de acordo com as observagdes
anteriores acerca da cinética da hidrolise. Em uma temperatura superior, a
velocidade de reacgao € inicialmente maior e se torna controlada pela concentragao
de substrato mais precocemente. Com respeito a duragdo da hidrdlise, entre os
ensaios de 90 e 120 min, a diferenga nao foi significativa (p>0,05) a 50 °C. Isso
indica que, para alcancar um GH significativamente maior nessa temperatura, uma
segunda etapa de hidrolise onde enzima é adicionada ou onde as condi¢gdes sao
alteradas para executar a hidrolise empregando uma exopeptidase pode resultar em
uma hidroélise estendida satisfatoria. Para as analises subsequentes, os hidrolisados

obtidos pela hidrélise a 54 °C foram selecionados por apresentarem GH maior que
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aqueles obtidos pela reacdao a 50 °C e serao referidos como HFSF60, HFSF90 e
HFSF120 de acordo com sua duragéo de hidrdlise correspondente.

Depois de manchados, os géis Tris-Tricina da eletroforese confirmaram a
decomposicdo da FSF em cadeias pequenas de peptideos. Apenas bandas abaixo
de 14,4 kDa foram observadas, o que significa que a FSF é altamente digerivel pela
Alcalase® e a hidrélise extensiva ocorreu apesar de ter sido conduzida de 60 a 120
min. Aumentando a duracao da hidrélise levou a bandas de baixa massa molecular
(MM) mais intensas. A diferenca entre as colunas foi mais evidente entre as
amostras HFSF90 e HFSF120 (FIGURA 8B, colunas 1 e 2), indicando que estender
a hidrolise a 54 °C além de 90 min resultou em peptideos ainda menores como
esperado. Essa tendéncia também foi observada na hidrolise de proteina isolada de
amendoim (GH de 0,1 a 8,3%) (CHEN et al., 2018) e HALL e colaboradores (2017)
também obtiveram peptideos de baixa MM em hidrolisados de proteina de grilo-
domeéstico da india obtidos por hidrélise por Alcalase® apds 30 a 90 min.

O conteudo de heme nos hidrolisados foi determinado pelo método da
piridina-hemocromogénio (Pyr>-heme). Pyr-heme € um hemocromo, isto &, um
complexo nitrogenado de ferro-porfirina (BERRY; TRUMPOWER, 1987). Isso é um
importante parametro para avaliar quao efetiva a hidrdlise foi em liberar ferro heme.
HFSF60, HFSF90 e HFSF120 apresentaram 344,7, 372,2 e 407,4 mmol Pyr,-
heme/mg proteina, respectivamente. Os coeficientes de correlagdo de Pearson
calculados revelaram que ha uma forte correlacdo positiva do conteudo de heme
com tanto o GH como a duragdo da hidrolise. A correlacdo com a duragao da
hidrolise (r = 0,998) foi levemente maior que com o GH (r = 0,982). Portanto, estar a
correlacdo entre o GH ou a duragao da hidrdlise com o conteudo de heme liberado
durante o processo utilizando uma faixa de valores maior pode ser necessario para
confirmar se o GH ou o tempo de hidrdlise sdo os responsaveis pela liberacdo de
heme ou se ambos sao importantes. Isso porque em aplicagdes onde a presenca de
heme €& importante, pode ser necessario alterar as condigcdes de processo para

alcancar um GH maior ou menor em um dado tempo de reacgao.

4.3 ALTERACOES MORFOLOGICAS E DE COR

Os parametros de cor do espaco CIE Lab das amostras de FSF e HFSF

foram determinados e estdo apresentados na TABELA 5. Os resultados mostram
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claramente que a cor dos hidrolisados em pd depende da duracdo da hidrélise,

passando de uma cor marrom clara para uma tonalidade mais escura.

TABELA 5 — GRAU DE HIDROLISE OBTIDO PELO METODO DO ORTOFTALDIALDEIDO (GHopa) E
PARAMETROS DE COR DO ESPACO CIE LAB PARA HIDROLISADOS (HFSF) OBTIDOS APOS
60, 90 E 120 MIN DE HIDROLISE.

FSF HFSF60 HFSF90 HFSF120
/ ] o] ]

GHopa (%) - 226+19 245+13 20,715
L* 17,30 £ 0.03 51,03 £ 0.00 31,75 +0.03 23,70 £ 0.02
a* 12,48 + 0.10 13,77 £ 0.02 15,88 + 0.08 10,20 + 0.05
b* 10,41 £ 0.07 26,70 £ 0.01 20,12 +0.03 10,89 + 0.05
C 16,25+ 0.10 30,04 +0.01 25,63 +0.07 14,92 + 0.00
h° (graus) 39,84 +0.22 62,72 +0.05 51,72+ 0.12 46,86 + 0.26

As tiras coloridas exibidas abaixo do nome de cada amostra foram feitas usando a ferramenta
Colorizer color picker and converter online tool (http://colorizer.org/) para converter os parametros de
cor CIE Lab para o sistema digital RGB. As medidas estdo apresentadas como média + erro padrao
de uma triplicata (n = 3).

Os parametros L* C e h° foram correlacionados com o conteudo de heme
liberada durante a hidrdlise, o GH e com a duragao da hidrdlise correspondente a
cada amostra de HFSF (TABELA 6). Como mostram os resultados, todos os
coeficientes possuem valor negativo. Além disso, o conteudo de heme e a duragao
da hidrdlise tiveram maior correlacdo com os parametros de cor que o GH. Isso
indica que a analise de cor dos hidrolisados em p6 pode ser uma ferramenta para
medir indiretamente o conteudo de heme liberada durante a hidrélise baseado na

duragao do processo.

TABELA 6 — COEFICIENTES DE CORRELAGAO DE PEARSON ENTRE OS PARAMETRQS DE
COR DE HIDROLISADOS DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (HFSF) E O CONTEUDO DE
HEME LIBERADA DURANTE A HIDROLISE, O GRAU DE HIDROLISE (GH) E A DURAGCAO DA
HIDROLISE.

Parametro de cor Conteudo de heme GH Duracgao da hidrélise
L* -0,954 -0,880 -0,973
C -0,986 -0,999 -0,972
h° -0,958 -0,886 -0,976

A microestrutura das amostras em p6é de FSF e HFSF foi analisada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) com ampliagbes de 400x e 2000x
(FIGURA 9). FSF pode ser descrita como um p6 fino composto de aglomerados de
diferentes tamanhos e numero de particulas agregadas. Ja com relagdo ao material

hidrolisado, pouca diferenga pode ser observada entre as amostras correspondentes
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a 60 e 90 min de hidrélise. Enquanto isso, a amostra HFSF120 é composta por
aglomerados com formato mais definido. Em geral, a alta higroscopicidade dos
hidrolisados € evidente, pois praticamente ndo é possivel diferenciar um grédo do
outro nos aglomerados, pois estdo envoltos em uma fina camada de umidade. Essa
observacao estd conectada ao fato de que o tratamento enzimatico aumenta
fortemente a interagdo proteina-agua e, portanto, a solubilidade proteica. Ainda
assim, observacbes ao microscopio fazem parte de uma analise puramente
empirica, portanto, qualquer conclusao acerca das imagens obtidas deve ser tomada

com ressalvas.

FIGURA 9 — MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DAS AMOSTRAS DE FARINHA DE
SANGUE DE FRANGO (FSF) E DE SEUS HIDROLISADOS (HFSF).

4.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Os perfis de degradacdo térmica (curvas de TGA) e suas primeiras
derivadas (curvas de DTG) estdo apresentados na FIGURA 10. A hidrdlise teve um
leve impacto na estabilidade térmica da farinha de sangue. Enquanto as curvas
TG/DTG sao bastante similares entre os hidrolisados, demonstrando quatro estagios
de degradacao bem definidos, a FSF apresenta trés estagios com um perfil diferente
acima de 600 °C.

A perda de massa (Am) inicial foi observada na faixa de temperatura (AT) de
30 a 145 °C para a FSF (Am = 6,8%), enquanto os hidrolisados demonstraram em
geral faixas mais estreitas (30 a 131 °C) e menor perda de massa nesse estagio

(entre 4,71 e 6,50%). O primeiro estagio de perda de massa para todas as amostras
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pode ser atribuido a vaporizagdo de agua (YOUSEFI; ARIFFIN; HUDA, 2017) e a
perda de componentes volateis. Pela localizagdo do pico nesse estagio, a umidade
possui a tendéncia de ser perdida a temperaturas maiores (63,56 °C, 69,34 °C e
75,36 °C, respectivamente, para HFSF60, HFSF90 e HFSF120) para os hidrolisados
do que para a FSF (51,52 °C). Assim, no primeiro estagio, a AT mais estreita e a Am
menor estdo possivelmente ligados com a desidratagao por liofilizagao ter sido mais
eficaz na remocédo de umidade residual dos hidrolisados do que da farinha de
sangue. Ainda, o aumento da temperatura de pico em fungdo do GH pode ser
explicado pela ligacdo com agua por meio de ligagcdes de hidrogénio se tornar mais
intensa com a hidrodlise, requerendo mais energia térmica para rompé-las.

O segundo estagio de degradagao foi marcado pela presenca de um pico
endotérmico com perda de massa maior que no primeiro estagio, seguido de um
evento exotérmico, onde a degradacao total ou parcial do material provavelmente
ocorreu. Como se pode observar na FIGURA 10, a FSF comecou a se decompor a
145 °C e a maxima taxa de perda de massa foi observada a 305,9 °C (pico
endotérmico, Am = 38,0%), seguido de um evento exotérmico (Am = 21,1%) a
455,3 °C. O comportamento da degradagao dos hidrolisados é o mesmo da FSF. No
entanto, um pequeno aumento na estabilidade térmica foi observado quando a
duragao da hidrodlise foi de 120 min, observando o deslocamento dos picos 2 e 3
para 317,26 °C e 471,36 °C, respectivamente. Independente da amostra, a maior
perda de massa foi verificada no segundo estagio para o pico endotérmico. Durante
esses processos, o aumento da temperatura inicialmente afeta a estabilidade de
ligacbes nao-covalentes, em seguida as ligagdes de hidrogénio e as interagdes
eletrostaticas (exotérmicas por natureza) sao desestabilizadas (DAMODARAN,
2017). A continuagao do aumento de temperatura na faixa de 100 a 300 °C provoca
a quebra de ligacbes covalentes entre grupos C-N, C(O)-NH, C(O)-NH, de
residuos de aminoacidos (LIU; LI; SUN, 2015; NANDA et al., 2007).

O terceiro estagio verificado acima de 490 °C, para todas as amostras, pode
ser atribuido a completa decomposi¢cédo das moléculas de proteina em gases como
CO,, CO, NHs3, HyS e outros gases (NANDA et al., 2007; YOUSEFI; ARIFFIN;
HUDA, 2017). QU e colaboradores (2018) também verificaram que conjugados de
dextrana-proteina isolada de colza também apresentaram trés etapas de
degradacao na faixa de 30 a 600 °C, corroborando com os resultados encontrados

neste trabalho.
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FIGURA 10 - TERMOGRAMAS DA PERDA DE MASSA E A DERIVADA DO PERFIL
TERMOGRAVIMETRICO DE AMOSTRAS DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (FSF) E SEUS
HIDROLISADOS (HFSF)
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O quarto estagio de degradacgdo térmica foi verificado apenas para as
amostras de HFSF. Esse evento ocorreu de 605 a 874 °C (Am = 16,0%), 698 a 1000
°C (Am = 16,4%) e 665 a 1000 °C (Am = 11,5%) para as amostras de HFSF60,
HFSF90 e HFSF120, respectivamente, podendo ser atribuido a residuos da matéria
carbonizada (NANDA et al., 2007). Além disso, também é claramente observada a
formagao de complexos termicamente mais estaveis com o tratamento enzimatico da
farinha de sangue, uma vez que, a 600 °C, a massa residual de FSF era 5,6%,
enquanto que os hidrolisados apresentaram 15 a 26% de massa restante. Esses
resultados indicam que a hidrolise melhorou a estabilidade térmica da FSF, assim
como foi observado por outros autores para processamentos diferentes, como
conjugados de hemicelulose da casca com proteina de soja apresentando 31,3 a
45,6% de massa residual (WANG; WU; LIU, 2017) e colageno soluvel apresentando
19,2 a 22,3% (YOUSEFI; ARIFFIN; HUDA, 2017) a 600 °C.

4.5 ALTERACOES NA ESTRUTURA QUIMICA DOS HIDROLISADOS

As alteragbes na estrutura quimica dos hidrolisados foram investigadas
mediante diferentes métodos espectrométricos. As primeiras observagdes dizem
respeito aos espectros UV (FIGURA 11A) das amostras de HFSF e da fragao soluvel
de FSF. Pouca diferenca se vé entre as amostras de HFSF, mas, comparado ao
espectro da FSF, nota-se que a hidrdlise resulta no deslocamento do pico a
194 nm para 202 nm. Segundo CANTOR e SCHIMMEL (1980), a alteracdo esta
ligada a uma mudanga na conformagdao dos hidrolisados, possivelmente um
aumento do numero de estruturas aleatorias, isto €, maior desnaturacédo do
conteudo de proteina da FSF. Um segundo deslocamento € observado para o pico
de 261 nm para 265 nm, que corresponde ao comprimento de onda de maxima
absorgao de residuos aromaticos (DAMODARAN, 2017). Neste caso, essa mudanca
pode estar atribuida a FSF e seus hidrolisados apresentarem perfis de aminoacidos

distintos.
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FIGURA 11 — RESULTADOS DAS ANALISES ESPECTROMETRICAS DE AMOSTRAS DE
FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (FSF) E DE SEUS HIDROLISADOS (HFSF)
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Os graficos apresentam: (a) espectros de absorg¢do no UV, (b) espectros de dicroismo circular no UV
distante, (c) perfis de absorbancia obtidos por DRIFTS e (d) a derivada dos perfis de DRIFTS.

Os espectros de DC (FIGURA 11B) demonstram que a proteina da FSF ja
se encontra desnaturada, pois o sinal negativo na faixa de 220 a 230 nm é mais
fraco que o pico abaixo de 200 nm, que corresponde a presenca de estruturas
aleatérias (BRAHMS; BRAHMS, 1980; CAMPBELL; DWEK, 1984). Ja para as
amostras de HFSF, o pico abaixo de 200 nm é visivelmente mais intenso em relagao
ao sinal em comprimentos de onda maiores, o que pode estar ligado a um grau de
desnaturagao superior em relagdo a FSF, corroborando com os resultados dos
espectros UV. Para refor¢ar essa constatacéo, os dados de DC foram avaliados pelo

método CONTINLL usando o software CDPro para estimar a composicdo de
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estruturas secundarias das amostras de FSF e seus hidrolisados. Os resultados
apresentados na TABELA 7 indicam que, de fato, a estrutura da FSF foi modificada
pela reacdao enzimatica. Apesar da composi¢cao helicoidal ndo apresentar um
padrao, € possivel ver que as estruturas tipo folna decrescem com o aumento da
duracao da hidrolise. Consequentemente, o numero total de estruturas secundarias
decresce durante a hidrolise, como esperado. Além disso, a composicdo de

estruturas aleatdrias é visivelmente maior nas amostras dos hidrolisados.

TABELA 7 — CONFORMAGCAO ESTRUTURAL DA FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (FSF) E DE
SEUS HIDROLISADOS (HFSF) A PARTIR DE DADOS DE DICROISMO CIRCULAR (DC)

Amostra FSF HFSF60 HFSF90 HFSF120
Numero de estruturas/100 residuos

Hélices 1,251 1,489 1,335 1,393
Folhas 7,102 6,733 6,583 6,300
Total de estruturas secundarias 8,353 8,222 7,918 7,693
Composigles estruturais

Hélices 5,3% 6,0% 5,4% 6,2%
Folhas 41,8% 36,9% 35,5% 34,8%
Curvas 22,3% 22,5% 23,0% 23,0%
Aleatorias 30,6% 34,6% 36,1% 36,0%

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica emergente no estudo de mudancas na estrutura quimica de proteinas e
peptideos durante a hidrolise (WANG et al., 2013). Os perfis de absorbancia dos pos
de FSF e HFSF obtidos por DRIFTS (FIGURA 11C) demonstraram que a estrutura
quimica dos hidrolisados € visivelmente diferente que aquela observada para a FSF
nao hidrolisada. Os perfis se caracterizam principalmente pela banda de Amida |,
associada principalmente a vibragdes devido ao estiramento das ligacbes de C=0
(ARRONDO et al., 1993) com o maximo pico de absorgdo ocorrendo a 1670 cm™.
FSF e HFSF apresentaram picos de absorgdo a 2974 cm™ e a 3292 cm™,
respectivamente relacionados com vibragdes devido ao estiramento das ligagoes
dos grupos alquil e amina, com a diferengca de que a FSF também exibiu bandas
consecutivas que se estendem até aproximadamente 3600 cm™', que corresponde a
vibragdes devido ao estiramento da ligagao de grupos OH (CHEN et al., 2014).

Na regido da cadeia principal (backbone) da proteina (1800 a 800 cm™),
diferencas evidentes entre os perfis da FSF e de seus hidrolisados podem ser

observadas. O pico a 1596 cm™ no perfil da FSF relacionado as vibragdes do
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estiramento assimétrico do grupo COO™ se combina nos perfis das amostras de
HFSF com o complexo sinal convoluto correspondente as estruturas relacionadas as
bandas Amida | e o pico a 1408 cm™", que corresponde as vibracdes do estiramento
simétrico do grupo COQO". Este é visivelmente mais intenso para as amostras de
hidrolisados (WANG et al.,, 2013; WUBSHET et al.,, 2017). Além disso, o0 pico a
1238 cm™' é observado em todos os quatro perfis e esta relacionado a presenca de
acidos nucleicos (KOSE; ONCEL, 2015), que pode ser possivelmente explicado
como sendo tragos de hemacias e gldébulos brancos do sangue de frango.

A segunda derivada dos espectros na regido da cadeia principal dos perfis
da FSF e de seus hidrolisados (FIGURA 11D) mostra claramente que os picos de
absorcao referentes a bandas caracteristicas intensificam em fungcédo da duracao da
hidrélise. Particularmente, as bandas correspondentes ao estiramento simétrico dos
grupos COO™ e vibracdes em modo tesoura de grupos —NHs;" (~1520 cm™) se
destacam nesse aspecto. Essas observagdes vao de encontro ao que BOCKER e
colaboradores (2017) demonstraram, indicando que FTIR pode ser uma ferramenta

adequada para monitorar a formacao de terminais N e C durante a hidrdlise.
4.6 PROPRIEDADES FUNCIONAIS

A capacidade de retengédo de 6leo (CRO) da FSF foi de 1,02 £ 0,03 mL/g.
Para os hidrolisados, 2,55 + 0,11 mL/g, 2,09 + 0,02 mL/g e 1,26 + 0,13 mL/g
(HFSF60, HFSF90 e HFSF120, respectivamente). Neste estudo, os hidrolisados
exibiram melhor habilidade em reter 6leo de girassol do que a farinha de sangue.
Essa melhoria esta possivelmente relacionada a uma maior exposicdo de grupos
hidrofobicos resultante da protedlise (CHABANON et al., 2007; MUNE, 2015).
Melhorias na CRO também foram observadas em proteina isolada da colza
hidrolisada por Alcalase® (Chabanon et al.,, 2007), proteina do feijdo de corda
hidrolisada por Pepsina (Mune, 2015), e hidrolisado de proteina tipo gelatina de
vieira quando a enzima Neutrase foi usada (Jin et al., 2012). No entanto, a CRO dos
hidrolisados caiu pela metade quando o GH foi aumentado de 22,6 para 29,7%. De
acordo com ZAYAS (1997), KINSELLA e MELACHOURIS (1976), a retencédo de
Oleos e gorduras de proteinas € um fendmeno envolvendo o aprisionamento fisico
de lipidios e depende do perfil de aminoacidos das proteinas, especialmente a

fracdo de residuos hidrofébicos que interagem com as cadeias alifaticas das
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moléculas de lipidios. Assim, uma possivel explicacdo € que a hidrélise estendida
produz menos grupos hidrofébicos por unidade de peptideo, reduzindo a habilidade
dos hidrolisados em reter 6leo. GBOGOURI e colaboradores (2004) verificaram
resultados semelhantes em hidrolisados de subprodutos de salm&o e observaram
que um aumento do GH de 11,5 para 17,3% reduziu sua CRO em 21%. Ainda
assim, a CRO das amostras de HFSF foi maior do que em relacédo a isolados de
proteinas globulares (1,04 a 1,44 mL d6leo de soja/g proteina) e isolado de proteina
do tipo albumina (0,93 a 1,02 mL dleo de soja/g proteina) (CHABANON et al., 2007),
e teve valores similares a hidrolisados de subprodutos de salméo (2,80 a 3,55 mL
oleo de milho/g proteina) (GBOGOURI et al., 2004), hidrolisados da globulina 11S do
girassol (2,4 a 2,8 mL oleo de soja/g proteina) (REN et al., 2015) e proteina isolada
de soja (2,29 a 2,51 mL éleo/g proteina) (LIADAKIS et al., 1998).

A capacidade de espuma (CE) e a estabilidade da espuma (EE) das
amostras de HFSF foram comparadas com as propriedades da PIS e estdo
apresentadas na FIGURA 12 (A e B, respectivamente). Diferencas significativas
foram encontradas na CE para as diferentes duragdes de hidrdlise, pH e interacbes
amostra-pH (p<0,05). Em geral, a CE dos hidrolisados aumentou significativamente
com a extensdo da hidrolise; o hidrolisado obtido apdés 120 min de hidrdlise
(HFSF120) apresentou maiores CE em pH neutro e alcalino (170,8 a 177,1%),
enquanto o hidrolisado com duragdo mais curta (HFSF60) apresentou a menor CE
(41,7 a 66,7%) dentre as amostras. Este resultado pode estar atribuido a redugéo da
MM dos hidrolisados, como foi verificada na SDS-Tricina-PAGE, que melhorou a
migracao (peptideos pequenos se difundem mais rapidamente) e a adsor¢ao dos
peptideos a interface ar/agua, pois mais grupos hidrofébicos ficam expostos devido
a hidrélise. Apesar dessas caracteristicas serem melhoradas pela hidrélise
extensiva, o que € desejavel para agentes de espuma, elas ndo necessariamente
resultam em espumas estaveis (PHILLIPS; WHITEHEAD; KINSELLA, 1994). Para
ser caracterizado como um bom agente espumante, além de ser capaz de migrar
rapidamente para a interface ar/agua, precisa ser também bom surfatante para
reduzir a tensdo superficial durante o estagio transiente da formagédo da espuma
(CHALAMAIAH et al., 2015; PHILLIPS; WHITEHEAD; KINSELLA, 1994). A
habilidade da boa formagao de espumas a partir de solugdes de proteina hidrolisada
foi investigada por outros autores (CHALAMAIAH et al., 2015; HALL et al., 2017;
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LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999; VAN DER VEN et al., 2002), que também
verificaram que a CE esta positivamente correlacionada com o GH.

O pH influenciou a capacidade de espuma dos hidrolisados. O teste de
Duncan revelou que a CE tende a diminuir em pH acido e atinge um valor maximo
em pH neutro ou alcalino, onde diferengas significativas ndo foram observadas a
nivel de significancia de 5% (exceto para a amostra HFSF60). Portanto, quando a
carga liquida é aumentada, as propriedades de espuma sdo melhoradas. De acordo
com KLOMPONG e colaboradores (2007), alteragdes na carga liquida de proteinas
estdo ligadas a mudancgas na capacidade adsortiva da proteina na interface ar/agua.
Espumas de solugdes de HFSF foram acompanhadas por 60 min para verificar a
influéncia do pH e do tempo de hidrolise na sua estabilidade. Como mostra a
FIGURA 12B, a EE dos HFSF diminuiu com o GH. A EE dos hidrolisados foi maior
para os grupos correspondentes a 60e 90 min de hidrélise e foi favorecida em meio
acido ou basico. Apesar de HFSF120 exibir excelente espumabilidade, a espuma
nao foi capaz de se manter estavel por muito tempo. A diminuigdo da EE em pH
alcalino pode estar atribuida a repulsédo ibnica dos peptideos (KLOMPONG et al.,
2007).

Outras observacgdes na literatura indicam que a hidrolise de proteinas pode
melhorar suas propriedades de espuma (capacidade e estabilidade) dependendo da
natureza dos peptideos e da extensédo da hidrélise. CHABANON e colaboradores
(2007) verificaram que a CE de hidrolisados de proteina isolada da colza foi
favorecida até apenas um GH de 5% e que valores acima disso ndo exerceram
influéncia significativa na EE. Eles atribuiram esse resultado ao fato de que a
hidrolise extensiva produz peptideos curtos, que sdo menos eficientes em reduzir a
tensao superficial, o que esta de acordo com os resultados para os HFSF.

As propriedades de espuma dos hidrolisados foram comparadas as da PIS,
uma proteina comercial cujas propriedades funcionais tém papéis importantes em
muitos alimentos, como merengue, sorvete e nogados (ZENG et al., 2013).
Enquanto o aumento do GH e do pH (de 4 para 10) melhorou a CE das amostras de
HFSF, comparada a PIS (p<0,05), essa tendéncia nao foi verificada para a EE. A
amostra de HFSF60, porém, demonstrou perfis semelhantes a da PIS na
capacidade de espuma: ambos 0s grupos exibiram as menores CE (variando de
33,3% a 66,7% de acordo com o pH) e boa estabilidade (até 86,3%). A espuma de

PIS teve maior estabilidade do que as produzidas com os hidrolisados, com valores
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variando de 75,6 a 86,3% em pH acido e neutro. Os resultados sao conclusivos no
que diz respeito as boas caracteristicas que alguns hidrolisados demonstraram: as
amostras de HFSF90 e HFSF120 possuem CE similar ou maior do que a da PIS.
Esses dados sugerem que, com o tratamento adequado, HFSF pode ser um
interessante agente de espuma. Por outro lado, o aumento da duragdo da hidrdlise
promoveu a espumabilidade do HFSF. Este parametro teve influéncia negativa na
estabilidade das espumas devido a perda de atividade superficial dos peptideos
menores. Portanto, o GH possui efeitos opostos nas propriedades de espuma de
HFSF e a aplicabilidade desses hidrolisados requer atencéo especial com relagao a
extensao da hidrolise. Dentre as amostras avaliadas, a de HFSF90 apresentou o
melhor comportamento, portanto, um GH de aproximadamente 25% pode ser o ideal

para se obter hidrolisados com as melhores propriedades de espuma.

FIGURA 12 - PROPRIEDADES DE ESPUMA E PROPRIEDADES EMULSIFICANTES DOS
HIDROLISADOS DE FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (FSF) E DA PROTEINA DE SOJA (PIS).
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O teste de Duncan com significancia de 5% foi usado para comparar os resultados de cada amostra:
para (a) a capacidade de espuma (CE) e (b) a estabilidade da espuma (EE), as letras minusculas
classificam as espumas pelo efeito do pH dentro de cada grupo de amostras e as letras maiusculas
classificam as espumas de todos os grupos de amostras; para (c) as propriedades emulsificantes, as
letras minusculas classificam as emulsées de acordo com o indice de atividade emulsificante (IAE) e
as letras mailsculas, de acordo com o indice de estabilidade da emulséo (IEE). Todas as medidas
estdo apresentadas como média * erro padrao de uma triplicata (n = 3).

Com o objetivo de avaliar o potencial da HFSF como um agente
emulsificante, sua atividade emulsificante (IAE) e estabilidade (IEE) obtidas pelo
método turbidimétrico foram determinadas e comparadas as da PIS, um
emulsificante proteico comercial, como mostra a FIGURA 12C. Todas as emulsdes
tiveram IAE e IEE significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de
Duncan. A primeira observacao € que a PIS tem uma atividade muito superior
(142,1 m?/g) comparada a dos hidrolisados (34,2 a 41,4 m?qg), mas estabilidade

muito baixa (4,2 min contra 28,6 a 77,7 min dos hidrolisados). Este comportamento é
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esperado para proteinas globulares como a PIS, pois, durante a formagdo da
emulsédo, ela se desenovela na superficie da gota, aumentando sua hidrofobicidade
enquanto mais grupos hidrofébicos sao expostos, fortalecendo a camada em volta
das gotas de 6leo. No entanto, a presenca de ions intensifica a hidrofobicidade da
proteina, favorecendo interacbes hidrofobicas proteina-proteina, levando a
agregacao das gotas na emulséo de PIS e, por consequéncia, sua desestabilizagao
(MCCLEMENTS; BAI; CHUNG, 2017). Além disso, a alta atividade emulsificante
esta ligada a emulsdes com alta area interfacial, o que também contribui para uma
menor estabilidade. Para os hidrolisados, apesar de suas emulsbes serem
estatisticamente diferentes uma da outra, elas tiveram uma faixa estreita de IAE e
alta IEE comparadas a emulsio de PIS, com valores que diminuiram de acordo com
a duracdo da hidrdlise. Neste caso, esses resultados podem ser explicados pela
baixa MM dos peptideos presentes nos hidrolisados e uma possivel proporcao
desbalanceada de grupos hidrofilicos e hidrofébicos devido aos produtos formados
durante a clivagem das ligagdes peptidicas. Apesar de alguns autores relatarem
melhores propriedades emulsificantes em GH superiores (CHALAMAIAH et al.,
2015; ZHAO et al., 2012), a atividade emulsificante e a estabilidade da emulsdo sao
geralmente positivamente correlacionadas com o tamanho da cadeia peptidica, isto
€, a hidrdlise extensiva resulta na perda das propriedades emulsificantes com a
producao de peptideos mais curtos (GBOGOURI et al., 2004).

As emulsdes foram analisadas em microscopio 6tico e o comportamento da
sua estabilidade foi acompanhado ao longo de uma semana, comparando o efeito
da temperatura de conservacao (4 °C e 20 °C). Micrografias das emulsbes recém-
preparadas (dia 0) e as amostras de emulsGes armazenadas nas diferentes
condigbes de temperatura (dia 3 e 7), incluindo a distribuicdo de didmetro de gotas
(DDG) inicial e final estdo apresentadas na FIGURA 13. As imagens das emulsdes
recém-preparadas estdo de acordo com os resultados da IAE: a emulsdo de PIS
possui uma populagao de gotas muito maior que as emulsdes de HFSF, resultando
em uma atividade emulsificante muito superior a destas; para estas emulsoes, o
efeito da duragédo da hidrolise ndo pode ser verificado nessas imagens a primeira
vista, como esperado, ja que o intervalo de valores de IAE encontrados € pequeno.
Quanto a estabilidade das emulsdes, os resultados sdo, novamente, consistentes
com aqueles obtidos por turbidimetria e o comportamento das emulsdes é similar

entre todas as amostras analisadas. Durante a passagem dos dias, a populacdo de
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gotas na area observavel das micrografias diminui, especialmente para as amostras
da emulsdo de PIS. Ainda, as micrografias mostram claramente que as amostras
armazenadas em baixa temperatura (BT) exibiram maior estabilidade do que
aquelas armazenadas em temperatura controlada (TC). Todas as emulsdes tiveram
DDG monomodais concentradas nos intervalos de 0 a5 ym ou de 5 a 10 um. Apos 7
dias de armazenamento, todas as DDG se tornaram mais concentradas nos
intervalos de menor diametro de gota porque as forcas de atracdo devido a
interagbes de van der Waals e as interagdes hidrofébicas sdo menos pronunciadas
em gotas de diametro inferior (MCCLEMENTS, 2015), enquanto gotas maiores estao
mais suscetiveis a agregacdo, resultando na sua quebra, seja por separagao
gravitacional, floculagdo ou coalescéncia (TADROS, 2013). Isso € mais evidente
para as amostras armazenadas a 20 °C, pois a DDG final dessas amostras
encontra-se ainda mais concentrada em torno dos menores diametros comparadas
as amostras armazenadas em baixa temperatura. Nessa condi¢do, a mobilidade das
gotas é reduzida e sua estabilidade é aumentada (ZUGE et al., 2013). Além disso,
apoés 7 dias, a frequéncia dos intervalos de 5 a 10 ym diminui com a duracéo da
hidrélise, apresentando a mesma tendéncia que foi observada para os resultados de
IEE, indicando que o emulsificante com maior IEE é capaz de manter gotas de
diametros maiores. Essas observagdes mostram que o GH limita o desempenho de
HFSF como agente emulsificante como resultado do aumento da solubilidade dos
peptideos (ligado a redugcdo da MM com o aumento da duragédo da hidrdlise) e um
possivel decréscimo da quantidade de produtos surfactantes gerados durante a
hidrolise, o que também foi observado por CHEN e colaboradores (2018) em

hidrolisados de proteina isolada do amendoim.
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FIGURA 13 — MICROGRAFIAS SELECIONADAS (AMPLIACAO DE 160x) E DISTRIBUICAO DE
DIAMETRO DE GOTAS (DDG) DE EMULSOES O/A PREPARADAS COM HIDROLISADOS DE
FARINHA DE SANGUE DE FRANGO (HFSF) E PROTEINA DE SOJA (PIS).
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Os resultados das analises das propriedades de espuma e emulsificantes
demonstram que os HFSF possuem propriedades funcionais melhoradas.
SORAPUKDEE e NARUNATSOPANON (2017) estudaram as propriedades
funcionais do sangue de frango e, exceto pelo IEE, todos os valores encontrados
foram inferiores tanto para as propriedades de espuma (capacidade de 110 a 130%
e estabilidade de 5 a 25%) como para as propriedades emulsificantes (atividade de 7
a 30 m?#g e estabilidade de 130 a 300 min).
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4.7 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

O efeito do tempo da hidrolise sobre as propriedades antioxidantes dos
HFSF foi avaliado mediante trés diferentes métodos relacionados principalmente ao
mecanismo de transferéncia de elétrons: FRAP, ABTS e DPPH. Aléem das medidas
apresentadas em equivalentes de Trolox, os coeficientes de correlagdo de Pearson
foram calculados para o tempo de hidrélise, o GH e a concentracdo de heme

liberada durante a hidrolise, como mostra a TABELA 8.

TABELA 8 — POTENCIAIS ANTIOXIDANTES DOS HIDROLISADOS E COEFICIENTES DE
CORRELAGCAO DE PEARSON COM VARIAVEIS DE PROCESSO.

Amostra FRAP (umol TE/g) ABTS (pmol TE/g) DPPH (pmol TE/g)
HFSF60 6,18 + 0,04° 33,04 +0,10° 84,02 + 0,04°
HFSF90 3,24 +0,01° 58,40 + 0,25° 85,99 + 0,02°
HFSF120 2,26 +£0,01° 52,18 + 0,36° 84,61+ 0,10°
Coeficientes de correlagdo de Pearson

Tempo de hidrélise -0,960 0,724 0,290

Grau de hidrolise -0,855 0,521 0,033

Heme -0,938 0,674 0,222

Os valores estao apresentados como média * erro padrao de uma triplicata (n = 3) em equivalentes
de Trolox (TE) por grama de amostra. Letras minusculas sobrescritas indicam grupos de amostras
para cada ensaio classificados de acordo com o teste de Duncan (p<0,05) e em ordem decrescente.

Os resultados apresentam diferentes comportamentos dos hidrolisados de
acordo com cada analise. Os resultados de FRAP indicam que a extensdo da
hidrolise piora a atividade antioxidante dos hidrolisados. Os de ABTS indicam que a
hidrélise de 90 min resulta em um aumento de 76,8% do potencial antioxidante do
hidrolisado em relacdo aquele obtido apds 60 min de hidrélise. Quanto aos
resultados de DPPH, apesar de significativa (p<0,05), a diferenca de potencial
antioxidante entre as amostras analisadas é pequena (<2,5%).

Os coeficientes de correlagdo de Pearson calculados auxiliam a elucidar o
impacto do processo sobre os potenciais antioxidantes. Avaliando o tempo de
hidrolise, GH e heme liberada durante o processo, o FRAP teve maior ligagdo com
essas variaveis, apresentando correlagdo intensamente negativa com o tempo de
hidrolise e a concentragao de heme. Isso sugere que a presenga do pigmento pode
trazer impactos negativos no papel dos HFSF como redutores, prejudicando a
capacidade desses hidrolisados de mitigar o efeito catalitico de metais em processos

oxidativos, como o ferro. Outra possivel causa pode estar relacionada a enzima
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empregada; BAH e colaboradores (2016b) observaram valores de FRAP crescentes
em hidrolisados da fragdo celular de sangue de diferentes animais com a extensao
da hidrdlise usando enzimas fungicas. CHANG, WU e CHIANG (2007) verificaram
que o poder redutor de hidrolisados de hemoglobina de porco teve um pequeno
decréscimo com o tempo de hidrélise com Alcalase®, enquanto seu valor aumentou
com o tempo de hidrélise com Flavourzyme®. Ainda, ALVAREZ e colaboradores
(2016) sugerem que uma proporgdo elevada de aminoacidos em relagdo a
peptideos também influencia de forma negativa na habilidade quelante do ion Fe(ll).

Quanto a capacidade de sequestro dos radicais ABTS e DPPH, apesar de
positivamente correlacionada com as trés variaveis de processo analisadas, nao €
possivel fazer observagdes conclusivas acerca da extensdo da hidrélise. De modo
geral, o sequestro de radicais € melhorado estendendo-se a hidrélise até certo
ponto, possivelmente porque essa habilidade € inicialmente melhorada com a
producao de peptideos menores, mas efeitos secundarios nao percebidos resultam
na diminuicdo dessa propriedade. Além disso, a pequena variagdo do poder de
sequestro de DPPH também foi observada para outros hidrolisados de proteinas de
sangue animal (BAH et al., 2016b; CHANG; WU; CHIANG, 2007).

Apesar das tentativas de estudar a atividade antioxidante de peptideos, seu
mecanismo de agado ainda ndo foi completamente elucidado. Contudo, além de
atuarem como inibidores da peroxidacao de lipidios, sequestradores de radicais
livres e quelantes de ions de metais de transicdo, foi verificado que peptideos
antioxidantes protegem células da agao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
mediante inducao de genes (SARMADI; ISMAIL, 2010; SINGH; VIJ; HATI, 2014). As
propriedades antioxidantes de peptideos estdo principalmente relacionadas a sua
composicdo, estrutura e hidrofobicidade (SARMADI; ISMAIL, 2010). Aminoacidos
aromaticos como Trp, Tyr e Phe possuem, respectivamente, grupos fendlicos,
inddlicos e imidazolicos, conferindo-lhes a habilidade de capturar radicais. Tyr, Trp,
Met, Lys e Cys sao conhecidos por sua habilidade de reduzir o ion Fe(lll) a Fe(ll) e
quelar ions Fe(ll) e Cu(ll) e o aminoacido basico His esta relacionado a captura de
radicais. Nao apenas a presenca de determinados aminoacidos, mas como estao
sequenciados nos peptideos também € um fator importante para sua atividade
antioxidante (DE CASTRO; SATO, 2015).

Os resultados obtidos indicam que a hidrélise enzimatica de FSF conseguiu

a producao de peptideos antioxidantes. O entendimento do efeito das condi¢cdes de
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processo sobre a atividade antioxidante desses hidrolisados requer a investigagéo
de outras caracteristicas de seus peptideos quanto a sua composicao de
aminoacidos, as sequéncias presentes e sua hidrofobicidade. Com as observacgdes
encontradas, no entanto, ja foi possivel constatar que, nas condi¢des utilizadas, o
hidrolisado obtido apds 90 min de hidrolise apresenta as melhores caracteristicas

entre as amostras avaliadas.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho permitiu conhecer importantes aspectos acerca da
producao e das propriedades fisico-quimicas, funcionais e antioxidantes de
hidrolisados proteicos de farinha de sangue de frango.

A analise da composicao quimica da FSF mostrou que ela € um material
riquissimo em proteina (93,42 g/100g) e com alto teor de ferro (1.290,28 mg/kg)
além de conteudos elevados de outros minerais importantes, como 0 magnésio
(230,32 mg/kg) e o zinco (38,58 mg/kg). Isso indica que esse produto tem potencial
como fonte de compostos de interesse para a industria de alimentos.

O planejamento experimental foi uma ferramenta util para o estudo da
hidrélise enzimatica de FSF, permitindo observar que a concentracdo de enzima e a
interacao entre a temperatura e o pH da reagdo sao as variaveis mais importantes
para se alcancar o GH desejado. A eletroforese em gel mostrou que os hidrolisados
obtidos com 60 a 120 min de reag&o s&o majoritariamente compostos por peptideos
menores que 14,4 kDa.

Através da analise de cor dos hidrolisados em pd, observou-se que os
parametros medidos podem ser usados como método indireto de determinagédo da
quantidade de heme liberada durante a hidrélise. Foi observado com a microscopia
eletrbnica de varredura que esses hidrolisados em pd sao bastante higroscépicos e
que formam agregados de tamanho decrescente e com formas mais definidas a
medida que o GH aumenta. Além disso, a analise termogravimétrica demonstrou
que a hidrélise conferiu maior estabilidade térmica aos hidrolisados comparados a
FSF.

Alteracdes conformacionais e na estrutura quimica de proteinas de FSF
ocorreram durante a hidrdlise; espectroscopia de absor¢céo no UV, dicroismo circular
e espectrometria no infravermelho demonstraram que a FSF ja se encontrava
altamente desnaturada. Esta sofreu mais perda de estruturas secundarias durante a
hidrolise enzimatica, além de ter sido confirmado que a clivagem de ligagdes
peptidicas pode ser verificada por essas técnicas.

Quanto as propriedades funcionais, as amostras de HFSF apresentaram
capacidades de retencao de 6leo melhores do que a da FSF, mas que diminuem
com a extensdo da hidrolise. As propriedades emulsificantes e de espuma das

amostras de HFSF foram comparadas com as da PIS. Espumas de HFSF
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apresentaram melhor comportamento em pH neutro, pois tiveram espumabilidade
crescente com o GH e estabilidade maior, mas que diminui com a extensdo da
hidrélise, sendo que o hidrolisado obtido com 90 min de reacao apresentou a melhor
combinagao de propriedades de espuma. Enquanto isso, a atividade emulsificante
dos hidrolisados foi muito inferior a da PIS, porém a estabilidade das emulsdes foi
expressivamente maior e decrescente com o GH. As emulsdes foram observadas no
microscopio 6tico a fim de melhor entender sua estabilidade, permitindo-se verificar
que as melhores propriedades emulsificantes dentre os hidrolisados sao
encontradas para o GH mais baixo. Independente da temperatura de
armazenamento, a emulsdo preparada com o HFSF de 60 min de hidrdlise
conseguiu manter estaveis gotas de maior didmetro por 7 dias.

A atividade antioxidante dos hidrolisados foi investigada mediante os
métodos FRAP, ABTS e DPPH, cujos resultados foram correlacionados com
variaveis de processo. Foi possivel observar que a atividade FRAP foi prejudicada
com a extensdo da hidrdlise, indicando que um GH elevado resulta em peptideos
menos capazes de reduzir metais que podem catalisar processos oxidativos. A
capacidade de sequestro do radical ABTS aumentou expressivamente da amostra
de HFSF de 60 min para 90 min de hidrdlise, onde foi encontrado o valor maximo
dessa atividade. O hidrolisado obtido com 90 min de reagéo também apresentou a
maxima capacidade de sequestro do radical DPPH, apesar dos valores para as
outras amostras terem ficado proximos. Um melhor entendimento dos fatores que
levaram a esses resultados requer um aprofundamento na caracterizagdo dos
peptideos dos hidrolisados, envolvendo a determinacdo da sua composicao e

sequenciamento de aminoacidos, além da quantificacdo de sua hidrofobicidade.

5.1 CONCLUSAO

Os resultados e discussdes apresentados neste trabalho foram capazes de
atingir os objetivos propostos. Foi demonstrado que a extensao da hidrélise da FSF
esta profundamente relacionada com as propriedades resultantes dos hidrolisados,
mas que fatores secundarios também podem interferir. Além disso, analises
espectrométricas, da morfologia e da cor dos produtos também sao uteis para
avaliar o efeito do processo em suas propriedades. Assim, sao ferramentas uteis

para o controle de qualidade. Limitando a hidrélise a um valor mais baixo de GH,
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obtém-se um HFSF com melhor capacidade de retencdo de 6leo e propriedades
emulsificantes, enquanto graus de hidrolise mais elevados resultam em uma maior
liberacdo de heme e em peptideos de menor tamanho. Ja um GH com valor
intermediario é indicado para a obtencdo de um hidrolisado com boas propriedades
espumantes e antioxidantes. Portanto, a hidrélise em condi¢ées controladas com
rigor quanto ao seu grau € imperativa para a obtencdo de hidrolisados com

propriedades adequadas para a aplicagao desejada.

5.2 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Processo de ultrafiltragdo: os processos de separagao por
membrana sao amplamente utilizados em biopeptideos, destacando-se a ultra e a
nanofiltracdo. Uma vez que hidrolisados enzimaticos de proteina compreendem
peptideos com larga distribuicdo de tamanhos e massas moleculares, a separagao
destes em faixas mais homogéneas permite estudar suas propriedades com menos
interferéncias e verificar a melhoria de suas propriedades.

° Incorporagcdo em biofilmes: mesmo que os peptideos dos
hidrolisados ndo possuam as propriedades requeridas para a formacgao de filmes,
podem ser usados como aditivos em biofilmes ja conhecidos para lhes conferir
propriedades especiais.

° Propriedades antioxidantes e antimicrobianas: a bioatividade dos
hidrolisados de farinha de sangue merecem ser estudadas a fundo. E necessario
fazer uma caracterizagao mais completa dos peptideos, a fim de entender como
ajustar o processo de forma que resulte em produtos com propriedades
aperfeicoadas, além de também se avaliar suas propriedades in vivo.

o Estudo de emulsdes: o estudo das emulsbes preparadas com
hidrolisados de farinha de sangue pode ser bastante expandido. Algumas
possibilidades incluem (a) a estabilidade oxidativa de emulsdes, (b) as propriedades
surfactantes dos hidrolisados, (c) a interacdo dos hidrolisados com outros
ingredientes que podem estar presentes em emulsdes de alimentos e (d) a
determinagdo do mecanismo predominante de desestabilizacdo de emulsdes com

hidrolisados de farinha de sangue de frango.
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