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RESUMO

O isolado protéico é obtido através da hidrolise quimica da proteina, e este pode ser
empregado em uma larga variedade de produtos alimenticios, incluindo substitutos
de leite, suplementos protéicos, realgadores de sabor e estabilizadores em bebidas,
dentre outros, sendo utilizado tanto na alimentagdo humana como na animal. O
objetivo deste trabalho foi estudar a variagdo do tempo e temperatura no processo
de extracdo das proteinas miofibrilares da carne de frango com solucao salina. O
tecido muscular do frango apresenta um teor médio de 21 a 22% de proteina. As
proteinas miofibrilares foram extraidas de filés de peito, empregando-se a técnica de
extragcdo por centrifugacdo diferencial em solugdo tamp&o, com diferentes
concentragfes salinas. Foram desenvolvidos quatro experimentos com diferentes
faixas de tempo e temperatura de extracdo, ao termino de cada experimento as
amostras foram encaminhadas para a realizacdo do teor de proteina e umidade,
onde foi possivel verificar que o experimento com menor tempo de extracao diferiu-
se estatisticamente dos demais em relagcdo ao teor de proteina e umidade. Como
nao houve variacdo estatistica dos teores de proteina e umidade obtidas entre os
demais experimentos, repetiu-se 0 experimento cujo os parametros de extracao sao
iguais a metodologia a qual foi utilizada para realizagdo deste trabalho e determinou-
se entdao a composicdo proximal do isolado protéico. A composicdo proximal do
isolado protéico foi de 12,97% de proteina, 1,46% de lipideos, 85,21% de umidade e
0,62% de cinzas. Estima-se que apds a secagem do isolado protéico o teor médio
de proteina seria de 87,69%. Embora os resultados ndo foram totalmente
conclusivos para o teor final de proteinas miofibrilares os mesmos refletiram a

eficiéncia da metodologia empregada.

Palavras-chave: Extracdo de proteina; carne de frango; solug¢des salinas; tempo e

temperatura; isolado protéico; proteinas carneas.



ABSTRACT

The protein isolate is obtained by chemical hydrolysis of the protein, and this can be
used in a wide variety of food products, including milk replacers, protein
supplements, stabilizers and flavor enhancers in beverages, among others, being
used both as food as in animals. The objective of this work was to study the variation
of time and temperature on the extraction process of myofibrillar proteins of chicken
meat with salt solutions. The muscle tissue of chicken showed an average content of
21 to 22 % protein. The myofibrillar proteins were extracted from breast fillets, using
the technique of differential centrifugal in tampon solution with different salt
concentrations. Were developed four experiments with different ranges of time and
temperature of extraction. At the end of each experiment, the samples were sent to
the achievement of protein and moisture, where it was possible to verify that the
experiment with shorter extraction if differ statistically from others in relation to the
protein and moisture. As there were no changes in the levels of protein and moisture
obtained from other experiments, was repeated the experiment which the parameters
are the same extraction methodology which was used for this work and then was
determined the proximate composition of protein isolate. The proximate composition
of the isolated protein was 12,97 % of protein, 1,46 % of fat, 85,21 % of moisture and
0,62 % of ash. It is estimated that after the drying of the isolated protein, the protein
medium would be 87,69 %. Although the results were not totally conclusive for the

final content of myofibrillar proteins they reflected the efficacy of the method.

Keywords: Extraction of protein, chicken meat, salt solutions, time and temperature;
Protein isolate; meat proteins.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior exportador mundial e o terceiro maior produtor de carne de
frango, ficando atras dos Estados Unidos e da China. A producao nacional de carne
de frango chegou em 2012 a 12,645 milhdes de toneladas, do volume total de aves
produzidos pelo pais, 69% é destinado ao consumo interno, e 31% para
exportagdes. Atualmente o consumo per capita de carne de frango é de 45 quilos,
(UBABEF, 2013), sendo esta uma das carnes mais consumidas pela populagéao
brasileira, juntamente com seus produtos industrializados, ou seja, o consumo esta
em 2,5% ao ano, comparado com 1,5% da carne suina. Esta elevacado na demanda
do consumo se deve a trés razdes: a) € considerada uma carne mais saudavel em
relacdo a carne vermelha, pois apresenta melhor digestibilidade e menor teor
gordura; b) é mais barata, seu custo de producdo é menor, segundo Beef Point
(2013) precisa-se de muito menos alimento para produzir um quilo de frango do que
para produzir a mesma quantidade de carne suina e/ou bovina; e c¢) apresenta maior
conveniéncia de preparo; oferta de cortes, produtos industrializados (marinados e
temperados, defumados) entre outros (SILVA & FABRINI, 1994; apud BLEIL, 1998).

O papel chave dos produtos alimenticios de origem animal na dieta da maioria
das civilizagoes, reside na importancia destes alimentos serem fontes de proteina de
alta qualidade além de serem ricos em ferro e vitaminas do complexo B, em especial
niacina (musculo escuro) e riboflavina (musculo claro) (MOREIRA, 1998). A carne de
frango apresenta um teor médio de 21 a 22% de proteina (ROCA, 2000). As
proteinas fornecem aminoacidos essenciais ao organismo, e dentre as classes de
alimentos, as carnes sdo as maiores fontes deste nutriente por apresentarem
grandes quantidades. Os aminoacidos s&o chamados essenciais devido ao
organismo ndo ser capaz de sintetiza-los, sendo que na digestdo hd a quebra da
cadeia de proteinas e os aminoacidos livres sédo absorvidos e usados na sintese de
novas proteinas (TONETTI, 2012). As proteinas sdo, portanto fundamentais em
qualquer dieta, pois sdo utilizadas para o reparo e constru¢gdo muscular (BOMPA &
CORNACCHIA, 2000).

Existem muitas técnicas potenciais para a extracdo da proteina a partir de
tecido animal. Estas incluem a utilizacdo de agua e solventes organicos, processos
convencionais de cozimento, aplicacdo de altas pressdes, secagem e extracao a

quente de 6leo, e solucado salina. Para realizar a hidrélise, métodos quimicos e
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biol6gicos sdo amplamente utilizados. Os biolégicos que utilizam adicdo de enzimas
tem-se demonstrado bastante promissores, porém a hidrélise quimica é mais
comumente utilizada na pratica industrial (MARTINS et al., 2009).

O mecanismo de precipitacdo de proteinas por hidrélise quimica através do
uso de solugdes salinas concentradas, decorre de um aumento da forga iénica do
sistema. Quando pequenas quantidades de sal sdo adicionadas a solugcao contendo
proteinas, ocorre uma interacdo destas com as cargas provenientes da dissociacao
do sal e diminuicdo da interacao inter-proteinas, aumentando a solubilidade no meio
aquoso. Porém, em condigdes de elevada forga idnica, decorrente da adicao de
grandes quantidades de sal, verifica-se um efeito oposto. As moléculas de agua,
interagem mais fortemente com os ions provenientes da dissociacdo do sal,
promovendo desta forma, a desidratacdo das proteinas. Durante esse processo, a
interacao inter-proteinas se torna mais forte, diminuindo a solubilidade das mesmas
em meio aquoso e, conseqlentemente, a ocorréncia de precipitacdo. Esse processo
€ também conhecido por "salting-out". A precipitacdo de proteinas pelo gradativo
aumento da concentracédo de sais € um processo muito importante para a separacao
de misturas complexas de proteinas, uma vez que a concentracao de sal necessaria

para precipitacao é diferente para cada proteina (LIMA et al., 2008).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito da variacdo de diferentes faixas de tempo e temperatura no
processo de extracdo de isolado protéico da carne de frango por solucdes salinas
diluidas.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar por meio de quatro experimentos, diferentes faixas de tempo e temperatura
no processo de extracdo das proteinas miofibrilares por solugdes salinas diluidas e
determinar qual obteve melhor éxito no processo de extragao;

- Quantificar o teor de proteina dos isolados protéicos extraidos pelo método semi-
micro Kjeldahl,

- Quantificar o teor de umidade dos isolados protéicos obtido através da técnica
gravimétrica com emprego do calor;

- Determinar a composicdo proximal do isolado protéico cujo experimento

proporcionou uma maior porcentagem de extracao das proteinas miofibrilares.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura Muscular

O conhecimento da estrutura da carne e seus constituintes béasicos, bem
como da bioquimica do musculo, é fundamental para uma boa compreensao das
propriedades funcionais da carne como alimento. A carne é composta basicamente
dos tecidos: muscular, conjuntivo, epitelial e nervoso (GUIMARAES & ADELL, 1995).

O tecido muscular é constituido por fibra e sarcobmero onde o primeiro é uma
unidade estrutural, e o ultimo uma unidade funcional. Possui como caracteristica a
capacidade de se contrair segundo alguns estimulos claros e utilizando o ATP
(molécula organica responsavel pelo armazenamento de energia nas suas ligacdes
quimicas); e pela sua excitabilidade, ou seja, responde bem a um estimulo nervoso
(SARCINELLI et al., 2007). A Figura 1 apresenta a representagéo da estrutura do
musculo esquelético.

ﬂpjnlsiﬂ
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alm [ La=snta
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Figura 1. Representacéo da estrutura do musculo esquelético (EMBRAPA, 1999).

O tecido conjuntivo ou tecido conectivo caracteriza-se por possuir células em
baixa quantidade e uma grande quantidade de substancia fundamental amorfa
produzida pelas préprias células do tecido. Tem como a principal funcdo unir e
manter ligadas as diversas partes do organismo, atuando na defesa do organismo
contra agentes infecciosos. Apresenta varios tipos, sdo eles: tecido conjuntivo
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prépriamento dito, tecido (conjuntivo) adiposo e tecido conjuntivo de sustentacao
(GUIMARAES & ADELL, 1995).

O tecido epitelial comparado com os outros tecidos € representado com uma
pequena porcentagem no peso do musculo. O tecido epitelial estratificados esta
relacionado com a funcdo de protegcédo, enquanto os tecidos epiteliais simples, de
pequena espessura, desempenham a absorgcdo e a troca de substancias, além de
secregcbes. Desempenha papel fundamental nas caracteristicas do frango, como
formacao do aroma, sabor e crocancia durante a fritura (SARCINELLI et al., 2007).

O tecido nervoso constitui menos do que 1% da carne, sendo formado por
células altamente especializadas, atuando com uma estrutura sensivel a varios tipos
de estimulos de origem externa ou interna do organismo. Quando estimulado o
tecido é capaz de conduzir os impulsos nervosos de maneira rapida e por distancias
relativamente grandes. Os impulsos nervosos transmitidos pelas fibras nervosas,
que estdo entremeadas no tecido muscular, antes ou durante do abate do animal
influenciam na qualidade da carne (GUIMARAES & ADELL, 1995).

Segundo Sgarbieri (1996), o principal componente da carne € o musculo, que
é dividido em:

Musculo cardiaco: este musculo tem como propriedade exclusiva a
contratibilidade ritmica que continua initerruptamente desde o inicio da vida
embriondria até a morte. O miocardio € a camada contratil do coracdo formando a
maior parte do musculo cardiaco. As fibras do miocardio sdo mantidas em seus
lugares por fibras reticulares e colagenosas. Vasos sanguineos e linfaticos e fibras
nervosas penetram e saem do miocardio via tecido conjuntivo, que se interpoe aos
feixes musculares.

Musculo liso: o tecido muscular liso representa apenas uma pequena parte
das carnes estando presente em maior quantidade nas paredes das artérias, vasos
linfaticos, no trato gastrointestinal e reprodutivo. A fibra muscular lisa varia em
tamanho e forma, conforme a localizagdo do tecido. A fibra possui somente um
nucleo, geralmente central e o reticulo sarcoplasmatico € bem menos desenvolvido
em relagdo a musculatura esquelética.

Musculo esquelético: sdo células longas, afiladas e multinucleadas, sendo
responsavel pela forma estriada caracteristica deste tipo de muculo. Em peso,
constituem a parte maior da carcaca do animal. O musculo esquelético é um

musculo estriado de contracdo voluntaria, ou seja, sua acdo € controlada pela
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propria vontade do individuo. A unidade estrutural deste musculo € a fibra muscular,
uma célula altamente especializada. O musculo inteiro é geralmente envolvido por
uma camada externa de tecido conjuntivo denominado epimisio, que também divide
o musculo em feixes, O epimisio emite projecdes que, penetrando nos feixes
envolve cada fibra, recebendo a denominagdo de endomisio. As fibras musculares
sao constituidas de uma membrana externa (sarcolema), de um citoplasma
diferenciado (sarcoplasma), que esta praticamente tomado pelas (miofibrilas).

O sarcolema é uma membrana lipoproteica, constituida por duas laminas que
recobre cada fibra muscular. Ela é bastante eléstica para suportar as distorgdes que
ocorrem nas fases de contracdo, relaxamento e estiramento do musculo, possuindo
invaginagdes ao longo de toda superficie da fibra, formando os tubulos “T”. O
sarcoplasma de uma fibra muscular tem por constituicdo 75 a 85% de &gua,
goticulas de gordura e granulos de glicogénio e de organelas, assim como de
miofibrilas peculiares ao musculo. As miofibrilas séo estruturas cilindricas, compridas
e delgadas, com diametro de 1 a 2 um, orientadas na dire¢éo longitudinal da fibra e
podem preencher quase que totalmente o volume do sarcoplasma. Elas ordenam-se
paralelamente, conferindo o aspecto estriado. O conjunto de miofibrilas encontra-se
organizado em unidades denominada sarcomeros, que € compreendido entre dois
discos Z. As miofibrilas sdo formadas por um agrupamento ordenado de filamentos
grossos e finos paralelos entre si, cuja distribuicdo ao longo da miofibrila é
responsavel pela formacdao de bandas (SARCINELLI et al.,, 2007). A Figura 2
apresenta a organizacao das fibras musculares.
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Figura 2. Organizacao das fibras musculares (DUARTE, 2011).

3.2 Proteinas Carneas

Segundo Sgarbieri (1996), as proteinas do musculo podem ser divididas em
trés classes: sarcoplasmaticas, miofibrilares e estromaticas.

Sarcoplasmaticas: As proteinas sarcoplasmaticas constituem 30% a 35 % da
proteina total da musculatura esquelética e, dentre elas, estdo a mioglobina e todas
as enzimas da glicélise e a maior parte das enzimas da sintese de carboidratos e de
proteinas. Sao classificadas como sarcoplasmaticas as proteinas sollveis em
solucdes de forga idnica igual ou menor que 0,1, em pH neutro.

Miofibrilares: As proteinas miofibrilares sao representadas pela miosina,
actina, proteina C, proteina M, tropomiosina, a-actina e B-actina. Sao proteinas que
formam os miofilamentos grossos e finos que constituem a miofibrila, organela que
desempenha a fungdo de contragdo muscular. Representam 52% a 56% das
proteinas musculares. A fragdo miofibrilar é constituida de proteinas que

normalmente s6 sdo extraidas em solucdes de forca ibnica entre 0,5 e 1,0. Embora a
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elevada forga ibnica seja necessaria para romper as miofibrilas, muitas das
proteinas miofibrilares sao sollveis em agua, depois de extraidas.

Estromaticas: As proteinas estromaticas, conhecidas também como proteinas
do tecido conjuntivo, correspondem a 10% a 15% de toda proteina dos musculos
esqueléticos. Em contraste com as proteinas sarcoplasmaticas, as estromaticas séo
as menos soluveis. Duas proteinas do tecido conjuntivo, colageno e elastina,
representam a maior parte da fragdo protéica estromatica. Os colagenos
representam 40% a 60% do estroma e sao caracterizados pelo elevado conteudo de
glicina, prolina e hidroxiprolina, e completa auséncia de aminoacidos sulfurados e de
triptofano. Séo classificadas como estromaticas as proteinas insoluveis em solventes
aquosos.

A maioria dos aspectos da carne origina-se do tecido muscular do animal. As
fibras do musculo, a miosina e a actina, depois da morte combinam-se juntas para
formar uma substancia chamada actimiosina. A rigidez num animal é conhecida
como rigor mortis, € demora algum tempo antes que a carcaca do animal se torne
novamente macia (PROUDLOVE, 1996).

O entendimento da sequéncia dos eventos bioquimicos, no musculo post-
mortem, é o centro do desenvolvimento das praticas pos-abate, designadas para
otimizar a qualidade da carne. O fenémeno do rigor mortis pode ser considerado
como uma contracao muscular irreversivel. Ocorre logo apds a morte do animal e é
caracterizado pela inextensibilidade e rigidez do musculo. Esta rigidez observada é
devida a formagédo de pontes actomiosinas, como na contracdo muscular. Existem
duas diferencas basicas: primeiro, 0 nimero de pontes actomiosinas formadas
durante o rigor € bem maior que na contracdo muscular (CANHOS & DIAS, 1985
apud ALVES, D. D. et al., 2005); e segundo, o relaxamento no caso do rigor ndo é
possivel, pois ndo existe energia suficiente para quebrar as ligagbes actomiosinas
(NAUSS & DAVIES, 1966 apud ALVES et al., 2005). Para que o musculo permaneca
em repouso, ou para que haja o relaxamento € necessaria a presenga do complexo
ATP-Mg™ Uma vez esgotado o ATP do musculo, pontes permanentes entre actina e
miosina se formam e o0 musculo vai perdendo a elasticidade e entra em rigor mortis,
ou seja, os musculos transformam-se em carne (CANHOS & DIAS, 1985 apud
ALVES et al., 2005).

Como a miosina contém menos prolina que a actina, esta é de natureza mais

fibrilar. A actomiosina constitui a maior parte das proteinas fibrilares existentes no
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musculo post-mortem e se forma através da integragdo entre a actina e a miosina
(formacdo de pontes), resultando num estado de rigidez e de relativa
inextensibilidade muscular apés a morte dos animais e o estabelecimento da rigidez
cadavérica (rigor mortis). No animal vivo, as pontes de actina e miosina
(actomiosina) s&o transitorias, pois durante a fase de relaxamento do ciclo de
contracdo estas pontes sdao rompidas. Tropomiosina, troponina T, Mproteinas, o-
actina, B-actina e C-proteinas sdo também denominadas proteinas reguladoras,
apresentando funcédo de controle direto e indireto no complexo adenosina-trifosfato-
actina-miosina (LUCHIARI, 2000 apud ALVES et al., 2005).

3.3 Obtencao de Isolados Protéicos

O isolado protéico € um produto obtido através da hidrélise quimica da
proteina, e pode ser utilizado como um suplemento nutricional na alimentagéo
animal e humana (MORAES, 2009).

Os hidrolisados podem ser definidos como proteinas que sao clivadas
quimica ou enzimaticamente em peptideos de véarios tamanhos. Hidrolisados
protéicos sdo produzidos para serem utilizados em ampla variedade de produtos
alimenticios, incluindo substitutos de leite, suplementos protéicos, realcadores de
sabor e estabilizadores em bebidas, dentre outros (MARTINS et al., 2009).

Nao existe um método Unico ou um conjunto de métodos aplicaveis ao
isolamento de todas as proteinas indistintamente; porém, para qualquer proteina é
possivel, geralmente, escolher-se uma sequéncia de etapas de separagao que irao
resultar em um grau elevado de purificagdo e um alto rendimento. O objetivo geral €
aumentar a pureza ou a afinidade biolégica da proteina desejada por unidade de
peso, pela eliminagcdo das proteinas inativas ou indesejaveis, enquanto, ao mesmo
tempo, eleva-se o rendimento ao maximo possivel (LEHNINGER, 2002).

Fundamental para que uma extracdo de proteina seja possivel e bastante
completa é que a proteina seja dispersavel, isto &, soluvel como coldide, o que
muitas vezes é chamado, também de peptizacdo. O dispersante pode ser 4gua, uma
solugéo de sal neutro fraca, uma solugéo &cida ou alcalina, ou um solvente organico.
Depois da dispersao, precipita-se a proteina, a fim de separa-la de seu meio. Agente

dispersante ou peptizante ideal é aquele que pode dispersar todas as proteinas sem
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mudar a sua estrutura natural, isto é, sem desnatura-las (REGULY, 1983 apud
MORAES, 2009, p.25).

As proteinas mais utilizadas para a producédo de isolados protéicos sdo as
derivadas do leite, soja e carne (NEVES et al., 2004).

As proteinas de origem animal apresentam a vantagem de possuirem um
elevado valor biolégico, decorrente de uma alta sensibilidade a hidrélise e de uma
composicao balanceada em aminoacidos, particularmente daqueles que costumam
ser os limitantes em proteinas de origem vegetal (BARZANA E GARIBAY, 1994
apud MORAES, 2009, p.34).

Segundo Rafael et al. (2009), o qual utilizou o método de extracdo de
proteinas do frango por solubilizacdo alcalina, ao empregar em seu estudo
temperaturas relativamente altas houve uma solubilizacdo da gordura o que
dificultou a separacdo da mesma, segundo 0S mesmos autores menores
temperaturas durante a extragcdo das proteinas miofibrilares apresentaram um
conteudo de lipideos reduzido porem em relagdo aos teores de proteina ndao houve
diferenca quanto a variagdes de temperatura.

O baixo contetudo de lipidios possibilita que estes isolados protéicos sejam
utilizados como ingredientes para produtos com baixo teor de gordura (LIANG e
HULTIN, 2003).

Valores muito baixos de pH e temperatura elevada promovem a desnaturagao
da proteina. Sendo desejavel reduzir a temperatura do processo, principalmente
quando o pH da solugdo da proteina atingir valores abaixo de 2,0 (HULTIN &
KELLEHER, 1999).

A necessidade da adicdo de cloreto de sédio para a solubilizacdo das
proteinas musculares contrateis € uma pratica que vem sendo superada. Varios
pesquisadores (WU et al., 1991; STEFANSSON & HULTIN, 1994; VENUGOPAL et
al., 1995) tém demonstrado que, quando intensivamente lavadas, essas proteinas
possuem elevada solubilidade em agua. Wu et al. (1991) sugerem que as lavagens
removem algumas proteinas soluveis, bem como outros componentes de baixo peso
molecular, que possivelmente interagem com as proteinas miofibrilares, impedindo
sua solubilizacdo (MONTEREY & SOBRAL, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-Prima

Foram utilizados como matéria-prima filés de peito de frango congelados
obtidos no comércio local da cidade de Campo Mourao, PR, Brasil. A matéria-prima
foi armazenada em freezer domeéstico a temperatura de -5 °C, até o seu
processamento.

Para realizagdo das analises fisico-quimicas todos os reagentes possuiram
padrao analitico.

4.2 Desenvolvimento do Experimento

Para a realizagdo do processo de extracdo das proteinas miofibrilares foram
utilizados quatro diferentes experimentos os quais sofreram variacées de tempo e
temperatura de forma aleatéria. Na Tabela 1 estdo apresentadas as variagdes de
tempo e temperatura dos quatro experimentos submetidos ao processo de extracao
das proteinas miofibrilares. Os valores de tempo e temperatura maximos utilizados
no trabalho foram de 4 horas e 10 °C, respectivamente. Todas as analises foram
realizadas com quatro repetigcdes.

Tabela 1. Variaces de tempo e temperatura dos experimentos.

Experimento Tempo (horas) Temperatura (°C)
1 4 5°C
2 2 10 °C
3 3 2,5°C
4 1 7,5°C
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4.2.1 Extracao e Obtencao do Isolado Protéico

Os filés de peito de frango foram descongelados em geladeira a 5°C por
aproximadamente 12 horas. Posteriormente realizou-se o refile dos filés para
remogdo da gordura externa e do tecido conjuntivo visivel e o musculo foi cortado
manualmente no sentido transversal das fibras, em pedagos de aproximadamente
60 g, e foram embalados em filmes de PVC. Em seguida as amostras foram
armazenadas a temperatura de -5° C em um congelador doméstico vertical (Marca
Cénsul). Antes do processo de extracdo as amostras foram descongeladas sob
refrigeracdo a 4 °C, por um periodo de 12 horas. As proteinas miofibrilares foram
extraidas seguindo o método de Eisele & Brekke (1981), modificado por Souza, et al.
(2009) o qual foi submetido a variagdes de tempo e temperatura (Tabela 1) para
realizacao deste estudo.

Inicialmente, o musculo foi cortado em forma de cubos de aproximadamente 2
cm de aresta e triturado em um moedor de carne Modelo (Gural MGI-10). Em
seguida, foi adicionado a carne moida, 6 vezes seu peso, de solucao tampao (pH
7,0) fosfato de sdédio 0,05 M (NapHPO4/NaH,POQO,) e cloreto de sédio (NaCl) 0,1 M.
Esse material foi misturado em um liquidificador por 90 segundos e posteriormente
em um homogeneizador Agitador (Fisatom 713D), pelo periodo de tempo e
temperatura pré determinado. Apds esse tempo, o homogeneizado foi filtrado em
tecido para eliminar o residuo de tecido conjuntivo e centrifugado em uma centrifuga
sob refrigeracdo a uma temperatura pré determinada (Modelo Nova Técnica NT 825)
utilizando-se o rotor tipo GSA e uma velocidade rotacional de 6.000 rpm durante 20
minutos.

Seguindo-se o processo de re-extracdo, foi adicionado ao decantado, 1/3 de
seu peso, de solucdo tampao (pH 7,0) fosfato de sodio 0,05 M (Na;HPO4/NaH2PO,)
e cloreto de sodio (NaCl) 2,4 M, sob agitacdo, para dispersar o residuo. Entdo foi
adicionado 1 a 2 vezes, o peso do residuo inicial, de solugao tampao (pH 7,0) fosfato
de sédio 0,05M (Na,HPO,/NaH,PO,) e cloreto de sddio (NaCl) 0,6M, mantendo-se
sob agitacdo mecanica em Agitador (Fisatom 713D), durante 1 hora. Ap6s a
agitacao adicionou-se a mistura, 7 vezes seu peso, agua destilada refrigerada, sob
agitacao seguida de centrifugacdo a 6.000 rpm por 20 a 30 min, descartando-se o

sobrenadante. Os residuos constituidos de proteinas miofibrilares foram
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encaminhadas para posterior analise do teor de proteina bruta e umidade afim de
comparar qual dos quatro experimentos obteve uma maior porcentagem de
extracdo. Feito isto, repetiu-se o0 experimento de melhor rendimento para

determinagao de sua composi¢cao proximal.

4.2.2 Composicao Proximal

4.2.3 Umidade

Utilizou-se a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2005) para a
determinacdao de umidade. Inicialmente pesou-se aproximadamente 0,3 g das
amostras em cadinhos de porcelana, previamente calcinados em mufla a 600 °C de
massa conhecida. Para a determinacdo gravimétrica da umidade levou-se o0s
cadinhos para a estufa a 105°C por 4 horas. Posteriormente, deixou-se esfriar em
dessecador com silica gel, e em seguida, pesou-se, repetiram-se as operagdes de

aquecimento e resfriamento até que se obtvisse peso constante.

4.2.4 Cinzas

Na determinacdo gravimétrica de cinzas foi utilizado a metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz (2005), onde as amostras em que se realizaram a
determinacao de umidade, primeiramente foram carbonizadas em bico de Bunsen.
Em seguida, elas foram levadas a incineragdo em mufla a 600°C durante 6 horas ou
até a obtengao de uma cinza clara (sinal da auséncia completa de matéria orgéanica).

Esfriou-se em dessecador e determinou-se o peso da cinza.

4.2.5 Proteinas

Para realizagdo da andlise do teor de proteina bruta segundo o método
semi-micro Kjeldahl (n° 928.08) conforme técnicas da AOAC (CUNNIFF, 1998),
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foram pesados 0,3 g das amostras e transferidas para um tubo digestor, a qual
foram adicionados cerca de 0,2 g de mistura catalitica (100 partes de Na>SO, anidro,
1,0 parte de CuS04.5H20 e 0,8 parte de selénio metalico em pd) e 10 mL de acido
sulfdrico concentrado. Em seguida, os tubos foram levados ao bloco digestor,
utilizando-se de uma rampa de aquecimento com percentagens de poténcia,
variando de 30, 50 e 70%, em um tempo de 20 minutos cada e mais 40 minutos para
resfriar. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, foi realizada a destilagdo em
destilador de nitrogénio, onde através da reacao com hidréxido de sédio 40%, todo
nitrogénio contido na amostra foi convertido em amonia, coletada em erlenmeyer
contendo solugao de acido bérico 4% e indicador verde de bromocresol. A solugédo
resultante foi titulada com &cido cloridrico 0,1 mol L™ padrao.

4.2.6 Lipideos

A determinacgéo do teor de lipidios realizou-se de acordo com o proposto por
Bligh e Dyer (1959). Pesou-se aproximadamente 15 g das amostra, num béquer
onde foram adicionados 30 mL de metanol, agitou-se mecanicamente por 2 minutos
e em seguida, acrescentou-se 15 mL de cloroférmio. Agitou-se mecanicamente por 5
minutos. Acrescentou-se mais 15 mL de cloroférmio e agitou-se mecanicamente por
mais 2 minutos, em seguida adicionou-se 15 mL de &gua destilada e agitou-se
mecanicamente por mais 5 minutos. A amostra foi filtrada em funil de Blchner, o
residuo foi lavado com mais 10 mL de cloroférmio e agitado por mais 5 minutos. O
residuo lavado foi filirado, e lavou-se novamente o béquer com mais 10 mL de
cloroférmio. O filtrado foi recolhido num funil de separacdo de 250 mL. Apds a
separacao das fases recolheu-se a inferior que contém o cloroférmio com o lipidio,
em baldo de fundo chato devidamente pesado, a fase superior que contem metanol,
agua e outros compostos polares foi descartada. O solvente foi evaporado em
evaporador rotatério a vacuo, com aquecimento de 35 °C até sua completa
secagem. O residuo de solvente com lipidio foi terminado de evaporar em estufa a
105°C durante 4 horas. Posteriormente os baldes com lipidios foram pesados e o 0s

lipidios determinados gravimetricamente.
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4.3 Analise Estatistica

Os resultados dos testes fisico-quimicos foram submetidos a ANOVA e teste
de TUKEY para comparacao de médias. O nivel de significancia utilizado para os
testes estatisticos foi de 5%. Utilizou-se o programa Statistica 7.0 (STATSOFT,
2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Desenvolvimento Experimental

Foram determinados os teores de proteina e umidade dos  quatro
experimentos (Tabela 1) no qual estudou-se a variagdo de algumas faixas de tempo
e temperatura para o processo de extragcdo e obtencdo do isolado protéico. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 2:

Tabela 2. Teores de proteina e umidade dos quatro experimentos.

Experimentos Tempo Temperatura Proteina Bruta Umidade
(horas) (°C) (%) (%)
1 4 5°C 12,98210,31 85,822 +0,23
2 2 10°C 12,582+0,28 86,302 +0,85
3 3 2,5°C 12,682+0,37 85,992 +0,41
4 1 75°C 11,01°£0,75 87,84°+0,38

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os teores de proteina e umidade foram submetidos a andlise de variancia e
teste de Tukey (p<0,05), diante destes resultados verificou-se que apenas o
experimento de numero 4 diferiu-se estatisticamente dos experimentos 1, 2 e 3 tanto
em relagao ao teor de proteina extraida, quanto aos valores de umidade.

Nas figuras 3 e 4 estdo apresentados os resultados da andlise estatistica
sobre a influéncia do tempo no processo de extracao e obtencao do isolado protéico
em relacdo ao teor de proteina e a porcentagem de umidade obtido nos

experimentos avaliados.
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4 horas de extracao estudadas.
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Nas Figuras 3 e 4 pode-se verificar que apenas o experimento realizado com
tempo de 1 hora de extracdo houve variagdo estatistica em relacdo aos teores de
proteina e umidade. Os tempos de 4 horas, 3 horas e 2 horas nao diferiram entre si
em relacdo aos quesitos avaliados.

Nas Figuras 5 e 6 estdo apresentados os resultados da andlise estatistica
sobre a influéncia da temperatura no processo de extracdo e obtencao do isolado
protéico, em relagdo ao teor de proteina e a porcentagem de umidade obtido nos

experimentos avaliados.
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Figura 5. Diagrama do teor de proteina extraida nos valores de temperatura de 2,5,
5,7,5e10°C.
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Figura 6. Diagrama do teor de umidade do extrato protéico nos valores de

temperatura de 2,5, 5, 7,5 e 10°C.

Conforme pode ser observado houve uma correlagdo negativa entre umidade

e proteina (Tabela 7). Porem, acredita-se que apenas o tempo e ndo a temperatura

foi o fator primordial para que ocorrese um maior teor de proteina extraida em

funcdo de uma menor umidade obtida.

Como nao houve diferencga significativa entre os experimentos 1, 2, 3 optou-se

pelo experimento de menor tempo de extracao (experimento de niumero 2) e repetiu-

se para a realizacdo da composicao proximal do isolado protéico, experimento o

qual foram utilizados os valores de tempo de extracdo de 2 horas e temperatura de

10 °C, valores estes similares aos utilizados por Souza, et al. (2009).

Tabela 7. Coeficiente de correlagdo entre Umidade e Proteina.

Variaveis Médias Desvio padrao Proteina Umidade

Proteina 12,36550 0,963718 1,000000 -0,671504

Umidade 86,45500 0,847563 -0,671505 1,000000
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5.2 Composicao Proximal

Na Tabela 8 sdo apresentados valores referentes a composi¢ao proximal do
extrato proteico obtido através do experimento de niumero dois.

Tabela 8. Valores médios da Composicao Proximal do isolado protéico.

Parametros Proteina (%) Lipideos (%) Umidade (%) Cinzas (%)

2 horas — 10°C 12,97+0,32 1,46+0,18 85,21+0,12 0,62+0,27

Conforme pode ser observado na Tabela 8, os teores de proteina, lipideos,
umidade e cinzas do isolado protéico umido foram de 12,97%, 1,46%, 85,21% e
0,62% respectivamente. Acredita-se que se o isolado protéico passasse por um
processo de secagem, como por exemplo a liofilizagdo, o teor de proteina extraida
seria de aproximadamente 87,69%, este valor corrobora com valores obtidos por
SOUZA, et al. (2009) que foi de 84,3% de concentracao das proteinas miofibrilares
liofilizadas ao utilizar o musculo bovino Semitendinosus.

Estes resultados mostram a eficiéncia da metodologia empregada e
demonstram-se inclusive superiores ao comparar esta metodologia com a
empregada por Stanley, Stone & Hultin (1994) a qual utilizou-se de um método de
centrifugacao diferencial, com solucao idnica (30mM), onde foi possivel obter valores
de 70,2% de concentrac¢ado protéica ao tambem utilizar filés de peito de frango.

Por outro lado o valor de proteinas determinado neste trabalho bem como os
valores obtidos por Souza, et al. (2009) se demonstraram inferiores aos obtidos por
Sobral, Ocuno & Savastano Jr (1998) o qual obteve 92,5% de concentracao protéica
trabalhando com proteinas miofibrilares de carne bovina extraidas da paleta de

forma semelhante ao preparo de surimi.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que houve uma
correlacao negativa entre umidade e proteina, e acredita-se que apenas o tempo de
extracdo e ndo a temperatura influenciou no teor de proteina e umidade do isolado
extraido. O teor médio de proteina do isolado protéico Uumido foi de 12,97%,
estimando-se que este teor seria de aproximadamente 87,69% se o isolado protéico

passasse por um processo de secagem.
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