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RESUMO

A produgdo avicola global e brasileira apresenta um crescimento continuo, gerando um volume
significativo de subprodutos que, muitas vezes, sao subutilizados como ingredientes de baixo
valor agregado. Informacdes sobre a caracterizagdo fisico-quimica da moela, do revestimento
interno da moela e do proventriculo de frango sao escassos. Além disso, dados sobre a obtengao
de hidrolisados enzimaticos destes subprodutos avicolas e a sua caracteriza¢ao sdo inexistentes.
Diante desse cenario, este estudo teve como objetivo avaliar o aproveitamento do revestimento
interno da moela de frango, uma pelicula rica em proteinas (42,30 g/100g) e com baixo teor
lipidico (0,74 g/100g), como substrato para a obtencdo de colageno hidrolisado
enzimaticamente. A metodologia iniciou-se com uma prospeccao cientifica e bibliométrica nas
bases Scopus® e Web of Science, que revelou uma tendéncia crescente de publicagdes (2012-
2025) focadas no uso de enzimas como a Alcalase® para extracdo de colageno de pés e pele,
mas indicou uma lacuna inédita quanto ao uso da moela e ultrassom assistivo para a condugao
das reagdes. A caracterizagdo fisico-quimica preliminar confirmou que o revestimento interno
da moela e o proventriculo possuem alto teor proteico e baixo teor lipidico, sendo o
revestimento selecionado como o substrato ideal apos cinéticas de hidrolise que demonstraram
sua maior susceptibilidade a agdo enzimatica. O processo de obtencdo do hidrolisado foi
conduzido por um delineamento experimental completo 23, avaliando as variaveis concentragao
de acido acético, concentracdo de enzima e tempo de aplicacdo de ultrassom (20 kHz,
153 W/em?). Os resultados mostraram que a relacdo enzima/substrato foi o fator mais
significativo, alcangcando um Grau de Hidrolise (GH) méximo de 21,19% com 5% de Alcalase®
e 30 minutos de sonicacdo no ultrassom. A analise por microscopia eletronica de varredura
(MEV) revelou que a combinagado de acido e ultrassom promoveu uma desintegracao estrutural
profunda, criando porosidades que facilitaram a clivagem proteica, enquanto a espectroscopia
de infravermelho (FTIR) confirmou a manuten¢do da identidade quimica do colageno (amidas
I, II e III). As propriedades funcionais demonstraram que o grau de hidrolise influencia
diretamente a estabilidade da espuma e a solubilidade, com peptideos menores apresentando
maior solubilidade, mas menor resisténcia interfacial. Diante disso, conclui-se que o
revestimento interno da moela ¢ uma fonte sustentdvel e tecnologicamente viavel para a
producao de ingredientes funcionais de alto valor agregado, especificamente, hidrolisados de

colageno com caracteristicas tecnofuncionais, alinhando-se aos preceitos da economia circular.



Palavras-chave: Colageno. Alcalase®. Hidrolisado. Subprodutos. Caracterizacdo estrutural.



ABSTRACT

Global and Brazilian poultry production is experiencing continuous growth, generating a
significant volume of by-products that are often underutilized as low value-added ingredients.
Information on the physicochemical characterization of chicken gizzards, gizzard lining, and
proventriculus is scarce. Furthermore, data on obtaining enzymatic hydrolysates from these
poultry by-products and their characterization are nonexistent. Given this scenario, this study
aimed to evaluate the use of chicken gizzard lining, a film rich in proteins (42.30 g/100g) and
with a low lipid content (0.74 g/100g), as a substrate for obtaining enzymatically hydrolyzed
collagen. The methodology began with a scientific and bibliometric search in the Scopus® and
Web of Science databases, which revealed a growing trend of publications (2012-2025) focused
on the use of enzymes such as Alcalase® for collagen extraction from feet and skin, but
indicated a unique gap regarding the use of gizzard and assisted ultrasound to conduct the
reactions. Preliminary physicochemical characterization confirmed that the gizzard lining and
proventriculus have a high protein content and low lipid content, with the lining being selected
as the ideal substrate after hydrolysis kinetics demonstrated its greater susceptibility to
enzymatic action. The hydrolysate production process was conducted using a complete 23
experimental design, evaluating the variables acetic acid concentration, enzyme concentration,
and ultrasound application time (20 kHz, 153 W/cm?). The results showed that the
enzyme/substrate ratio was the most significant factor, reaching a maximum Degree of
Hydrolysis (DH) of 21.19% with 5% Alcalase® and 30 minutes of ultrasound sonication.
Scanning electron microscopy (SEM) analysis revealed that the combination of acid and
ultrasound promoted deep structural disintegration, creating porosities that facilitated protein
cleavage, while Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) confirmed the maintenance of
the chemical identity of collagen (amides I, II, and III). Functional properties demonstrated that
the degree of hydrolysis directly influences foam stability and solubility, with smaller peptides
exhibiting greater solubility but lower interfacial resistance. Therefore, it is concluded that the
inner lining of the gizzard is a sustainable and technologically viable source for the production
of high-value-added functional ingredients, specifically collagen hydrolysates with

technofunctional characteristics, aligning with the principles of the circular economy.

Keywords: Collagen. Alcalase®. Hydrolyzed. By-products. Structural characterization.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

Hidrolisado enzimatico assistido por ultrassom de subproduto de frango: obtengao e
caracterizacao de peptideos

O QUE?

- Hidrolise enzimatica de coldgeno de residuos da moela de frango, revestimento interno da
moela e proventriculo de frango assistido por ultrassom para obter peptideos com
caracteristicas tecnofuncionais.

POR QUE?

- A demanda crescente na produgdo de frangos gera uma grande quantidade de subprodutos
e residuos. Grande parte desses subprodutos ¢ direcionado a fabricacdo de ragdo e
fertilizantes de baixo valor agregado. Contudo, sdo matérias-primas ricas em nutrientes
valiosos, como lipideos e proteinas;

- A moela, o revestimento interno da moela e o proventriculo de frango sdo 6rgados do sistema
digestivo da ave, sendo a moela uma viscera comestivel, apreciada em diversas culturas
devido as suas caracteristicas sensoriais unicas, preco acessivel e composi¢ao quimica rica
em proteinas de alto valor bioldgico. Ja o revestimento interno da moela e o proventriculo
sdo descartados na graxaria, apesar de apresentar uma composi¢do muito similar a moela
(proventriculo) ou até mesmo com maior teor proteico (revestimento interno da moela).

O QUE JA EXISTE?

- Os subprodutos avicolas comuns na obten¢do de coldgeno hidrolisado sdo a pele e os pés
de frango;

- Estudos indicaram que a hidrolise bacteriana de moela de frango revela redugdo na éarea
especifica do tecido conjuntivo, no didmetro das fibras colagenas e na espessura das fibras
musculares, além aumento na concentragao de aminoacidos livres.

- Pré-tratamentos sdo etapas comuns no processo de hidrolise, com a finalidade de reduzir a
quantidade de proteinas ndo colagenosas e gorduras das fontes de colageno. No entanto, o
uso do ultrassom como pré-tratamento para reduzir tempo de obter o hidrolisado ainda nao
foi investigado na moela, no revestimento interno ou proventriculo de frango.

HIPOTESE DO ESTUDO

- O processo de hidrolise enzimatica assistido por ultrassom aplicado a moela, ao
revestimento interno ou proventriculo de frango podera resultar na obtencao de peptideos de
colageno com propriedades tecnoldgicas e funcionais, demonstrando potencial para serem
utilizados como ingredientes em produtos alimenticios.

CONTRIBUICOES DO PRESENTE TRABALHO

- Aproveitamento de subprodutos de frango, convertendo em fontes valiosas de peptideos
com propriedades tecnologicas e funcionais;

- Inovagdo na industria de alimentos;

- Informacgdes sobre a aplicagdo industrial e comercial;

- Desenvolvimento de ingrediente funcional; e

- Conhecimento cientifico inédito.
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1. INTRODUCAO

A produgao avicola vem apresentando crescimento constante ao longo dos tltimos 20
anos (2012- 2025) em escala global, fato impulsionado, principalmente, pela demanda de
consumo. Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e a Associagao
Brasileira de Proteina Animal (ABPA), a produ¢ao mundial de carne de frango, em 2025, foi
de aproximadamente 103, 046 milhdes de toneladas. Paises como Estados Unidos, China e
Brasil mantém a lideranga como maiores produtores de carne de frango (21, 384; 15, 000 e 14,
972 milhdes de toneladas, respectivamente) (ABPA, 2025).

Com o aumento na producdo e no abate de frangos, varios subprodutos sdo gerados,
incluindo penas, pés, cérebro, ossos, sangue e visceras (Lasekan; Abu Bakar; Hashim, 2013).
Tradicionalmente, a cabega, os 0ssos, a cartilagem, a pele, as visceras ndo comestiveis e os
residuos sdo destinados a fabricagdo de fertilizantes e ragdo para animais. Caso sejam
descartados, isso ndo configura apenas um desperdicio de recursos, mas também se trata de um
problema ambiental, quando o material ¢ descartado incorretamente (Akram; Zhang, 2020b;
Cao et al., 2021). Todavia, a composi¢cdo dos subprodutos de frango ¢ bastante diversificada,
sendo geralmente rica em lipidios e proteinas (Jamdar; Harikumar, 2008). Esse aspecto confere
a esse material uma qualidade nutricional com potencialidades para a geragdo de produtos
derivados de valor agregado. Ademais, cerca de 10 a 13% do peso vivo do animal ¢ composto
por pele, estdbmago, coracdo e outros subprodutos (Akimova et al., 2023), o que justifica a
exploracdo de alternativas para o seu aproveitamento.

A moela, o revestimento interno da moela e o proventriculo de frango sdo subprodutos
(comestiveis ou ndo) resultantes do abate das aves. Sdo ricos em componentes importantes
como proteinas, na moela (19,20 g/100g), no revestimento interno da moela (42,30 g/100g) e
no proventriculo (18,30 g/100g dados nao publicados) e aminoacidos (4cido glutamico, acido
aspartico, leucina, valina e arginina) (Ni et al., 2018). As caracteristicas unicas da textura da
moela fazem com que esta viscera seja uma iguaria apreciada por diversas culturas. A sua
comercializacdo como viscera ¢ feita em bandejas, entretanto, o revestimento interno da moela
¢ retirado da moela e descartado junto ao proventriculo, apos a depenagem na area suja (Brasil,
2018). Porém, ¢ um material pouco explorado pela industria de alimentos (Ni et al., 2018),
apresentando potencialidades para a obtengdo de peptideos com diferentes propriedades, como

bioatividade ou caracteristicas tecnofuncionais.
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O revestimento interno da moela, por sua vez, ¢ uma pelicula que recobre a mesma e
tem a fungdo de reduzir os efeitos prejudiciais das matérias acidas que vém do proventriculo
(Bell, D. J., & Freeman, 1971). Pouco se tem estudado sobre este subproduto, mas sabe-se que
seu teor de proteinas ¢ alto (42, 30g/100g), e contém aminoacidos do umami e baixo teor
lipidico (0,74g/100g) (Ni et al., 2018). Ja o proventriculo de frango ¢ uma parte do estdmago
das aves que ndo ¢ comestivel, sendo que dados sobre sua composicao sdo escassos na literatura.

Subprodutos de frango sao fontes potenciais para a obtencao de proteinas hidrolisadas,
que podem ser excelentes fontes de peptideos com propriedades unicas, dentre elas, a
bioatividade ou caracteristicas tecnofuncionais. As propriedades dos peptideos dependem
muito da origem da proteina nativa, sendo os subprodutos de frango, ricos em hemoglobina,
queratina e coldgeno (Ibarz-Blanch et al., 2023).

O colageno ¢ uma proteina predominante no tecido conjuntivo dos animais, podendo
ser encontrado em diversas partes do corpo, como 0ssos, cartilagens, tenddes, pele, veias, dentes
e musculos (Cao et al., 2021; Oechsle et al., 2016), sendo os tipos I, II e III os mais comuns.
Representa cerca de 30% da proteina total do animal, desempenhando diversas fun¢des no
tecido das espécies de organismos multicelulares, como proteger os 6rgaos e sustentar o corpo
(Akram; Zhang, 2020a; Lee; Singla; Lee, 2001; Tang et al., 2022a).

O colageno tem sido amplamente utilizado em alimentos, engenharia de tecidos,
cosméticos e outros, devido a sua excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
antigenicidade e atividade biologica (Cao et al., 2021). E utilizado também na produgio de
gelatina e hidrolisados proteicos, os quais, por sua vez, sao largamente usados como aditivos
para melhorar a textura, a capacidade de retencdo de dgua e a estabilidade oxidativa dos
alimentos (Cordeiro et al., 2020).

Os hidrolisados de colageno possuem diversas aplicacdes em alimentos, tais como
antioxidantes em alimentos lipidicos, emulsificantes em alimentos a base de emulsdes,
substitutos de gordura em produtos carneos com baixo teor de gordura, clarificantes em bebidas
e aditivos para melhoria da qualidade do leite (Tang et al., 2022b).

Algumas enzimas comerciais podem ser utilizadas para hidrolisar o coldgeno, dentre
elas, pepsina, papaina, tripsina, bromelina e Alcalase (Cao et al., 2022). Alcalase® ¢ uma serina
endopeptidase, produzida atualmente a partir de Bacillus licheniformis, que apresenta ampla
especificidade e tem pH 6timo alcalino, sendo também chamada de subtilisina (Tacias-Pascacio

et al., 2020). Possui ampla gama de aminoacidos que pode reconhecer, sendo que a reagdo de
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hidrélise de proteinas catalisada por Alcalase® tem uma forte tendéncia a gerar hidrolisados
com muitos peptideos de tamanho pequeno.

Schmidt et al. (2020) investigaram a obtencdo de peptideos bioativos de colageno
derivados do residuo da carne mecanicamente separada de frango, usando a Alcalase®, e
observaram um maior grau de hidrolise e um maior indice de atividade emulsificante utilizando
essa enzima do que a Flavourzyme. Bezerra et al. (2019) obtiveram peptideos anticoagulantes
e inibidores da enzima conversora de angiotensina I (ECA), utilizando a Alcalase®, sendo que
os substratos foram crista e barbela de frango.

Para obter colageno hidrolisado, métodos tradicionais para a extragdo de peptideos
bioativos como hidrélise quimica (acida e alcalina), hidrolise enzimatica e fermentacao podem
ser aplicados, conforme o resultado esperado. Outros métodos vém sendo utilizados, tais como
micro-ondas, alta pressdo hidrostatica (Gao et al., 2022), hidrolise assistida por ultrassom
(Kaewbangkerd; Hamzeh; Yongsawatdigul, 2023), hidrdlise de 4gua subcritica e explosao de
vapor (Zhang; Li; Liu, 2023), com os objetivos de reduzir o tempo de reacdo e aumentar a
bioatividade ou outra propriedade de interesse. O ultrassom ¢ uma tecnologia nao térmica e nao
invasiva, que pode ser usada de forma assistiva ou combinada para a liberagdo de peptideos,
tornando o substrato mais acessivel a agdo enzimatica de peptideos obtidos de colageno (Cao
et al., 2023a). Entretanto, estudos que utilizem essa tecnologia assistiva na hidroélise enzimatica
das proteinas da moela, do revestimento interno da moela ou do proventriculo de frango, até o

presente momento, ndo foram relatados na literatura cientifica.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar o uso de pré-tratamento acido, ultrassom e diferentes concentragdes
enzimaticas na obtencdo de coldgeno hidrolisado enzimaticamente, utilizando o revestimento
interno da moela frango como substrato, € investigar as caracteristicas fisico-quimicas, a

microestrutura do hidrolisado e da matéria-prima, e seu potencial tecnologico e funcional.

1.1.2  Objetivos Especificos
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Realizar prospecg¢ao cientifica sobre a obtencao de colageno hidrolisado de subprodutos de
frango utilizando enzimas proteoliticas;

Caracterizar fisico-quimicamente a moela, o revestimento interno da moela e o
proventriculo;

Selecionar a matéria-prima a ser utilizada para a obtencdo do colageno hidrolisado
(peptideos), com base em reagdes preliminares de hidrdlise enzimatica com Alcalase®;
Realizar a extracdo quimica de colageno do revestimento interno da moela de frango,
substrato selecionado na etapa anterior;

Otimizar o processo de hidrdlise enzimatica assistida por ultrassom da matéria-prima
selecionada em etapa anterior, variando os fatores acido acético, concentragao enzimatica e
tempo de ultrassom;

Avaliar o uso do ultrassom como tecnologia assistiva na hidrolise enzimatica do
revestimento interno da moela de frango, com base no grau de hidrélise proteica;
Determinar a condi¢do de maior e menor grau de hidrdlise proteica do coldgeno hidrolisado
obtido por via enzimatica utilizando o subproduto de frango selecionado anteriormente
como substrato, e utilizando um planejamento experimental completo;

Caracterizar fisico-quimicamente o coldgeno hidrolisado obtido a partir da matéria-prima
selecionada, na melhor condi¢do do planejamento experimental, referente as modificagdes
estruturais dos componentes por microscopia eletronica de varredura (MEV) e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

Avaliar as caracteristicas tecnoldgicas e funcionais do hidrolisado com maior e menor grau

de hidrdlise selecionado em etapas anteriores.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 AVICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO

A avicultura tem se destacado como o setor mais eficiente no mercado mundial de
carnes, apresentando um crescimento notavel no volume de produgdo em comparagdo aos
demais segmentos. Esse crescimento ¢ atribuido ao aumento do niumero de animais e a melhoria
da produtividade por animal (OECD/FAO, 2022). As técnicas avancadas de manejo,
alimentacdo e¢ melhoramento genético desempenham um papel crucial na garantia do
crescimento da cadeia produtiva de aves, influenciando positivamente o consumo global da
carne (Hotzel; Vandresen, 2022).

O mercado mundial de carne de aves produziu, em 2024, mais de 103 milhdes de
toneladas de carne de frango, sendo os Estados Unidos, China e Brasil os trés maiores
produtores de carne, apresentando valores de 21,384; 15,000 e 14,972 milhdes de toneladas,
respectivamente, no ano mencionado (ABPA, 2025). A perspectiva para o futuro da avicultura
esta projetada para aumentar em 16% (21Mt) nos proximos dez anos (2022-2031), respondendo
por 45% do crescimento da producdo global de carnes, dada a expectativa de rentabilidade
sustentada em fungdo da crescente demanda e pregos acessiveis da carne de aves em
comparagdo com outras fontes de carne (Hotzel; Vandresen, 2022).

A produgdo de carne de frango configura-se como uma das atividades agropecuarias
de maior relevancia para o Brasil, exercendo um impacto significativo no cendrio econdémico
do pais. Em termos de valores brutos, em 2022, esse setor movimentou mais de 105 bilhdes de
reais, e registrou uma producao superior a 14, 9 milhdes de toneladas de carne de frango. Além
disso, o pais exporta cerca de 35,3% dessa producao para mais de 150 paises, consolidando-se
como um protagonista no mercado internacional (ABPA, 2025).

No ano de 2024, o Brasil destacou-se ndo somente pelo terceiro lugar alcancado em
termos de producado de carne de frango, mas também por se posicionar como o maior exportador
dessa fonte de proteina animal, enviando mais de 4,822 milhdes de toneladas para outros paises
(ABPA, 2025). Esses dados atestam a importancia estratégica e o papel de destaque do Brasil
na industria avicola global.

A produgdo de carne de frango ocorre em praticamente todos os estados brasileiros,

entretanto, sdo os estados da regido sul do pais, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
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que se destacam como os maiores produtores, representando aproximadamente 39,39%,
13,98% e 11,52%, respectivamente, de cabecas de animais abatidos em 2024. Esses estados
foram responsaveis, no ano de 2024, por mais de 64% da producao nacional de carne de frango
(USDA, 2025; ABPA, 2025).

Em 2024, o estado de Santa Catarina ocupou o segundo lugar em nimero de produgdo
de carne de frangos no Brasil, tendo sido responsavel por aproximadamente 13, 98% do abate
das aves brasileiras. O estado também ocupa o segundo lugar na exportacao de carne de frango,
sendo que cerca de 22,63% da exportacdo de carne de frango do Brasil ¢ da produgdo oriunda
do mesmo (APBA, 2025).

A exportagdo brasileira de carne de frango movimentou mais de $§ 9,92 milhoes de
dolares em 2024, gerando um volume de mais de 5,2 mil toneladas de carne para a exportagao.
Entre os importadores da carne de frango do Brasil, os principais paises sdo China, Emirados
Arabes Unidos e Japdo; ¢ as regides da Asia, Oriente Médio ¢ Africa (ABPA, 2025) lideram o
ranking de importacdo. Os cortes representam mais de 74% do frango exportado; 20,22% sdo
de frangos inteiros, 2,94% de produtos salgados e 2,8 de produtos industrializados (ABPA,
2025).

Isso ocorre devido ao papel significativo que a carne de frango desempenha na nutri¢cao
humana, uma vez que ¢ uma excelente fonte de nutrientes. Tanto a composi¢do nutricional
quanto as propriedades organolépticas da carne sdo essenciais tanto para os consumidores
quanto para a industria de carnes. Os produtos derivados da carne de frango sdao extremamente
versateis, completos e acessiveis, fornecendo uma fonte rica em proteinas, vitaminas e minerais,
além de apresentarem menos calorias e colesterol em comparagdo com outras fontes de carne
(Hailemariam et al., 2022; Lima et al., 2022).

Esse crescimento constante na cadeia produtiva de aves brasileira gera uma grande
quantidade de subprodutos, visto que aproximadamente de 10 a 13% do peso vivo do animal
compreende pele, estdbmago, coracdo e outros subprodutos (Akimova et al., 2023). Segundo a
Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento N° 81/2018,
subproduto ¢ “o produto ou substancia que resultam de um processo produtivo cujo principal
objetivo ndo seja a sua produgdo, podendo ser utilizado diretamente na alimenta¢do animal,

sem qualquer outro processamento que ndo seja o da pratica industrial normal” (Brasil, 2018).
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2.1.1 Subprodutos do abate de aves: moela, revestimento interno da moela e proventriculo

Os subprodutos do abate e processamento de frango sdo fontes potenciais de
macronutrientes, como lipidios e proteinas. O valor nutricional desses subprodutos em termos
de proteinas e gorduras ¢ igual ao da carne magra de frango (Akimova et al., 2023). Os
subprodutos comestiveis de frango, geralmente, sdo aproveitados na elaboragdao de produtos
reestruturados de baixo valor, por exemplo, linguica (Lima et al., 2020), “force meat” (Akimova
et al., 2023), almdondega (Bhat; Kumar; Kumar, 2013), mortadela de carne de aves (Brasil,
2000), entre outros. Ja os subprodutos ndo comestiveis sdo descartados na graxaria, e
posteriormente aproveitados na fabricagdo de racao animal (Limpisophon; Hirunrattana;
Prachom, 2023), como uma forma de maximizar os retornos da producao avicola.

Um dos produtos secundarios da producdo avicola ¢ a moela de frango. A moela
(Figura 1) ¢ uma viscera comestivel (Brasil, 1998) que compde o sistema digestivo de aves,
conhecido também por estdbmago musculoso ou ventriculo, que compde 2,5% da massa da
carcaga de frango (Naeem et al., 2021). Apresenta dois pares de musculos circulares altamente
desenvolvidos, que, em frangos, sdo denominados musculos intermediarios e laterais. Sua
funcdo ¢ desenvolvida pela atividade mecanica intensa, provocando hipertrofia e aumento da
massa muscular, cujas contragdes ritmicas e fortes sao responsaveis pela trituragao do alimento

ingerido (Du et al., 2021).

Figura 1 — Moela, revestimento interno da moela e proventriculo de frango.
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Fonte: Autoria propria usando o BioRender.com, 2022.
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A moela contém alto teor de proteina (Tabela 1) e ferro, e apresenta potencialidades

para ser usada na producao de medicamentos, tendo efeitos na digestao, no controle das nduseas

e na defecacdo (Merenkova et al., 2021). E uma fonte econdmica de nutrientes, sendo um

exemplo de proteina de custo baixo se comparado a carne de frango.

Tabela 1 — Composig¢ao fisico-quimica da moela de frango e do revestimento interno da

mesma em base imida.

Parametro Moela Revestimento Interno da
Moela
Umidade (g/100g) 76,62 a79, 94 57,01
Cinzas (g/100g) 0,91 0,34
Lipidio (g/100g) 0,81al,?26 0,74
Proteina (g/100g) 17,26 a 19, 60 42, 30!
Aminodacidos essenciais (%)
Leucina (Leu) 1,27 8,27
Valiana (Val) 0, 69 8,00
Isoleucina (Ile) 0, 61 6, 15
Fenilalanina (Phe) 0, 66 5,87
Treonina (Thr) 0,76 4,92
Lisina (Lys) 1,25 2,58
Triptofano (Trp) - 1,44
Metionina (Met) 0, 40 1,17
Histidina (His) 0,37 0, 68
Aminoacidos ndo essenciais (%)
Acido glutamico (Glu) 2,73 13,16
Acido aspartico (Asp) 1,50 11,41
Arginina (Arg) 1,16 7, 86
Tirosina (Tyr) 0, 56 7,63
Glicina (Gly) 1,15 5,75
Alanina (Ala) 0, 99 4, 85
Serina (Ser) 0,77 4,40
Prolina (Pro) 0, 82 3,53
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Cisteina (Cys) 0, 20 2,34
Referéncia (Henry et al., 2019; Seong et (Nietal., 2018)
al., 2015)

! Determinagdo de proteina bruta. Os dados sobre aminoécidos sdo de varias fontes, € ndo refletem a quantidade

de proteinas encontrada na amostra.

O consumo da moela de frango proporciona beneficios a saide humana, porque
contém varios aminodcidos essenciais, a exemplo da lisina, leucina e treonina (Seong et al.,
2015), e acidos graxos saturados, mono e poli-insaturados (28,08 %; 30,87 % e 37, 38 %,
respectivamente) (Giiven; Karakaya; Babaoglu, 2021).

A moela, um subproduto significativo resultante do processamento de ave (representa
aproximadamente 2,5 da massa da carcaca de frango) (Naeem et al., 2021), é atualmente
comercializada como uma variedade de carne juntamente com o frango temperado ou separadas
(Brasil, 2018). Em virtude de seu sabor e textura particulares, ¢ menos preferido pelos
consumidores. A moela apresenta cerca de 20% de proteinas em sua composicao, 4% de
carboidratos e 2,8% de lipidios (Li et al., 2022; Ni et al., 2018) o que a torna um potencial
ingrediente em produtos de frango prontos para consumo, que sdo convenientes € econdomicos,
com composi¢ao nutricional adequada.

Uma das fungdes mais cruciais da moela é a trituragdo dos alimentos. Para
desempenhar essa funcdo, a moela possui um revestimento interno, conhecido como
“membrana koilin”, que € extremamente espessa. Essa “membrana koilin” tem a capacidade de
reduzir os efeitos prejudiciais das misturas dcido-enzimaticas provenientes do proventriculo e
que passam para a moela. Além disso, a espessura dessa membrana atua como uma protecao
para o estdmago contra a pressao exercida pelos alimentos e graos quando a moela se contrai
(Bell, D. J., & Freeman, 1971).

O revestimento interno da moela ¢ formado por uma camada sélida (Figura 1) de
complexo carboidrato-proteina (Hofmann; Pregl, 1907), formada pelas secrecdes das glandulas,
criptas e células epiteliais superficiais (Akester, 1986). O proventriculo de frango faz parte do
sistema, responsavel pela digestdo quimica dos alimentos, onde os sucos digestivos sdo
produzidos (Silva; Freitas; Momo, 2013).

Apesar de a moela ser um alimento popular, consumido por povos de diversas culturas,

o revestimento interno da moela nao ¢ atualmente processado para o consumo humano direto.
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O revestimento da moela ¢ acido (pH 3,4), pobre em teor lipidico (aproximadamente 0,74
g/100g), colageno e rico em proteina (cerca de 42 g/100g) e aminoacidos (Karuppa Swamy;
Kuppannagounder Kandaswamy; Sundara Rajulu, 1976; Ni et al., 2018). O revestimento
interno da moela ¢ rico em &cido glutamico (13,16%), acido aspartico (11,41%), leucina
(8,27%), valina (8,00%) e arginina (7,86%) (Tabela 1). Além disso, todos os 9 aminoacidos
essenciais sao encontrados no revestimento interno da moela (Ni et al., 2018).

Segundo Ni et al. (2018), o revestimento da moela € provavelmente rico em proteinas
bioativas, transformando-se, dessa forma, em um subproduto animal que apresenta
concentragdes elevadas de proteinas e aminoacidos de suma importancia, tais como o0s
aminoacidos essenciais, em semelhanga a outros produtos provenientes do reino animal. Esses
mesmos autores sugerem que esse subproduto avicola contém a proteina GKNI1, que se
relaciona com vérias bioatividades, por exemplo, protecdo da barreira da mucosa intestinal
(Walsh-Reitz et al., 2005).

Portanto, embora esses subprodutos apresentem-se como uma boa fonte de proteina,
com potencialidades para consumo humano (Ni et al., 2018), pesquisas que analisem seus
componentes visando seu uso como aditivo alimentar e que investiguem suas fungdes sao

€scassas.

2.2 COLAGENO

O coléageno ¢ a proteina estrutural mais abundante nos animais, representando 30% do
teor total de proteinas. Nos mamiferos, 25% a 35% da massa total de proteinas corresponde ao
colageno (Sibilla et al., 2015), o qual desempenha um papel crucial na integridade e resisténcia
dos tecidos corporais. Sua extracdo e uso tém sido amplamente explorados em diversas
aplicagcdes devido as suas propriedades funcionais e potenciais beneficios para a saude
(Campos; Pereira; Cazarin, 2023; Tang et al., 2022a).

Até o momento, aproximadamente 29 tipos diferentes de colageno foram identificados
e descritos (Tabela 2), dos quais o colageno tipo I ¢ o mais comum (Jafari et al., 2020). Os tipos
I, I e III correspondem a 80% - 90% do colageno total encontrado no corpo humano, € o tipo I
¢ o mais abundante na pele (80%) (Campos; Pereira; Cazarin, 2023). Todos os tipos de colageno

sdo compostos por trés cadeias a idénticas ou diferentes e apresentam, no minimo, um dominio
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de tripla hélice (Tang et al., 2022b). No corpo humano, a proteina colagena pode ser encontrada

nos o0ssos, tenddes, ligamentos, cabelos, pele e musculos.

Tabela 2 — Tipos de colageno

Tipos  Formula molecular Localizaciao
Colagenos formadores de fibrilas
I a 1[1]2a02[I] Abundante e difundido: derme, o0sso,
tendao, ligamento
II al[II]3 Cartilagem, vitreo
11 al[II]3 Pele, vasos sanguineos, intestino
\Y al[V]3 al[V]2a2[V] Generalizada:  o0sso, derme, cornea,
al[V]a2[V]a3[V placenta
XI al [ XT]e2[XT]a3[XI] Cartilagem, disco intervertebral
XXIV - Osso, cornea
XXVII - Cartilagem
Colagenos nao fibrilares
IX ol [IX]e2[IX]a3[1X] Cartilagem, coérnea, vitreo
XII al[XII]3 Derme, tendao
XIv al[XIV]3 Generalizada: osso, derme, cartilagem
XVI - Derme, rim
XIX - Membrana basal
XX - Cornea (pintinho)
XXI - Estémago, rim
XXII - Juncgoes teciduais
Colageno da membrana basal
v al[IV]202[IV] Membranas basais
a3[IV]ed[1V]
aS[IV]aS[IV]2a6[1V]
Colageno de cadeia curta
VIII al[VII]3

a2[VII]3
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al[VII]202[VIII]
X al[X]3
Colageno de fixagado das fibrilas
VII al[VII]2a2[VII
Colagenos de microfibrilas
VI al[VI]a2[VI]a3[VI]d
al[VI]a2[VI]o4[VI]
XXVIII -
XV -
Mutiplexins
XVIII -

Colageno de transmembrana
XIIT -
XVII al[XVII]3
XXIII -
XXV -

Cartilagem

Derme, bexiga

Generalizado: osso, cartilagem, cornea,
derme
Derme, nervo ciatico

Capilares, testiculos, rins, coracao

Membrana basal, figado

Células endoteliais, derme, olho, coracao
Hemidesmossomos no epitélio
Coragao, retina

Cérebro, coragdo, testiculo

Fonte: (Brodsky e Persikov, 2005; Shoulders e Raines, 2009).

O termo coletivo "colageno" engloba uma familia de glicoproteinas que apresentam

trés caracteristicas distintas, de acordo com evidéncias cientificas. A primeira caracteristica ¢ a

presenca da sequéncia repetitiva de aminoacidos [Gly—X-Y] n, que pode ocorrer com ou sem

interrupcoes (Figura 2). Essa sequéncia ¢ uma marca registrada da familia do colageno

(Sorushanova et al., 2019).



35

Figura 2 — Estrutura quimica do coldgeno e sequéncia de aminoécidos.

7 OHu,, OH OH
HZN\)K
OH NH 0 NH 0

O Glicina @ Hidroxiprolina Oprolina

Sequéncia de Aminoacidos W

Cadeia unica de sequéncia

de aminoacidos

Tripla hélice do colageno SIS IS IS SIS INITIC IS ITIC I TocS

Fibras do coldgeno

Fonte: Autoria propria usando BioRender.com, 2023.

A segunda caracteristica € a ocupagdo das posi¢des X e Y na sequéncia [Gly-X-Y] n
pela prolina e sua forma hidroxilada, a hidroxiprolina, respectivamente (Sorushanova et al.,
2019). A prolina desempenha um papel essencial na estabilizagdo da estrutura helicoidal do
colageno, enquanto a hidroxiprolina contribui para a estabilidade e resisténcia da proteina
devido a sua capacidade de formar pontes de hidrogénio (Campos; Pereira; Cazarin, 2023).

Em terceiro lugar, o colageno apresenta uma estrutura quaternaria Unica, na qual uma
tripla hélice direita é formada por trés cadeias a de poliprolina de comprimento idéntico. Essas
cadeias a se enrolam entre si, formando a hélice tripla estavel caracteristica do colageno (Leon-

Lopez et al., 2019).
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Essas trés caracteristicas, sequéncia de repeticdo de aminoacidos [Gly—X-Y] n, com
ocupacgao de prolina e hidroxiprolina nas posi¢cdes X e Y, € a estrutura quaternaria com hélice
tripla formada pelas cadeias a de poliprolina, s3o fundamentais para as propriedades estruturais
e funcionais do colageno. Essa proteina desempenha um papel essencial na integridade e
resisténcia dos tecidos do organismo (Gomez-Guillen et al., 2011).

Os relatos da literatura com relagdo aos beneficios do consumo de colageno sdo
diretamente associados a promocao da satde. O objetivo final do produto influencia
diretamente no método escolhido para o isolamento da proteina, uma vez que o processo de
obtencdo dessa proteina isolada é demorado e complexo, e varios fatores interferem na
qualidade dos peptideos obtidos, como matéria-prima, método de extragdo ¢ condi¢des do

processo (Tang et al., 2022b).

2.2.1 Extracio e obtencio de hidrolisado de coligeno

O colageno ¢ extraido de subprodutos industriais, como 0ssos, cartilagens, ligamentos,
tecidos, 6rgaos, tenddes e pele de bovinos, suinos, peixe, frangos e organismos marinhos, tendo
potencial para um processo de hidrolise para a obtengao de peptideos bioativos (Lu et al., 2023;
Tang et al., 2022a), dentre outras caracteristicas.

De modo geral, o isolamento do coldgeno envolve etapas de preparagdo, extragdo e
recuperagdo. Diferentes métodos podem ser empregados para a extracao de colageno, sendo
que os métodos térmicos ou enzimaticos, ou uma combinacdo dos mesmos, sdo as estratégias
mais utilizadas, dependendo do produto final esperado (Ledn-Lopez et al., 2019).

O método térmico consiste na extragdo do coldgeno mediante o tratamento com
elevadas temperaturas, o que resulta na desnaturacao do material, transformando-o em gelatina,
a qual, por sua vez, tem uma ampla aplicacao na industria (Toldra et al., 2012).

A técnica de extragdo de coldgeno por hidrélise enzimatica envolve a utilizagao de
uma enzima (protease), normalmente empregada para obter coldgeno solivel quando
combinada com uma temperatura elevada (Alam et al., 2022). A preparagao inicial do substrato
consiste na limpeza, lavagem e separagdo das partes dos animais, seguida da reducdo do
tamanho das amostras por meio de cortes, a fim de facilitar as etapas subsequentes, incluindo o

pré-tratamento das amostras (Jafari et al., 2020).
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Ap0s a etapa de preparacdo, ¢ comum realizar um pré-tratamento quimico leve para
aumentar a eficacia da extracdo e remover substancias ndo colagenosas. Dependendo das
matérias-primas ¢ do método de extragdo, diferentes tipos de pré-tratamentos podem ser
utilizados, como tratamento alcalino ou acido. O pré-tratamento emprega acido ou base diluida
para hidrolisar o coldgeno reticulado presente no tecido conjuntivo dos animais. Esse processo
de pré-tratamento resulta em uma hidrélise parcial, mantendo as cadeias de colageno intactas
(Suurs; Barbut, 2020).

No pré-tratamento acido, a matéria-prima € imersa em uma solucdo acida, que penetra
na estrutura do colageno, fazendo com que ele aumente seu volume inicial duas ou trés vezes.
Isso leva a quebra das ligacdes inter e intramoleculares ndo covalentes. J4 no pré-tratamento
alcalino, sdo utilizados principalmente hidréxido de sodio (NaOH) e hidroxido de célcio
(CaOH2), e o processo pode levar de alguns dias a varias semanas (Jafari et al., 2020).

O processo mais promissor para a extracdo de colageno é a combinag¢do de um pré-
tratamento acido (acético, citrico, cloridrico por exemplo) e a extracao enzimatica (Alam et al.,
2022; Jafari et al., 2020). Aragjo et al. (2018) extrairam coldgeno de pés de frango usando um
pré-tratamento acido (acético) seguido do processo enzimatico utilizando pepsina. Observaram
que as condi¢des que resultaram no maior rendimento de colageno foram utilizando 0,3 mol/L
de acido acético, 0,2% de pepsina e 12 horas de hidrolise. O isolado de colageno nessas
condi¢des apresentou maior teor de aminoéacidos, maior soma de areas peptidicas, maior
solubilidade em agua e maior reten¢do de agua a 60 °C, o que indica seu potencial para ser
usado na industria.

O colageno demonstra potencialidades para ser utilizado em diversas industrias, com
destaque para as areas farmacéutica, biomédica e alimenticia. Suas caracteristicas bioldgicas,
tais como ndo toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, integridade estrutural,
afinidade celular e baixa antigenicidade, tém impulsionado consideravelmente seu uso em
aplicagdes biomédicas e farmacéuticas (Alam et al., 2022).

Na industria de alimentos, o coldgeno ¢ empregado pelas suas func¢des bioldgicas, tais
como agdo antimicrobiana, capacidade quelante de minerais, propriedades antioxidantes,
formacao de gel, retencao de dgua, emulsificacao, espessamento e a formagao de filmes (Toldra
etal., 2012). Essas caracteristicas permitem sua aplicagdo em uma ampla variedade de produtos

alimenticios, pois, quando adicionado as formulacdes, o coldgeno pode aprimorar a textura do
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produto e, dependendo das propriedades bioativas da molécula, contribuir para a estabilidade
do alimento durante o armazenamento (Da Silva Araujo et al., 2021; Toldra et al., 2012).

Araujo et al. (2021) investigaram o uso de coldgeno comercial e extraido de pés de
frango como substituto de 50% da gordura em linguica de frango. Observaram que a linguica
enriquecida com colageno extraido de pés de frango apresentou maior grau de capacidade de
retencdo de agua (CRA), menor valor de acido tiobarbitirico (TBARS) e maior atividade
antioxidante, em comparagdo com a controle ¢ a linguica com colageno comercial.

As propriedades bioativas do coldgeno variam de acordo com o método de extracao
ou hidrélise empregado. Como ja mencionado, o colageno hidrolisado tem potencialidades para
uso em varias aplicacdes na industria de alimentos (Toldr4 et al., 2018). Contudo, colageno
hidrolisado utilizando-se como substrato a moela, o revestimento interno da moela ou o
proventriculo de frango ainda ndo foram relatados, até o presente momento, na literatura

consultada.

2.2.2 Propriedades e aplicacio de hidrolisado enzimatico de colageno

O coléageno hidrolisado tem sido utilizado para auxiliar na promocao de beneficios a
satde do consumidor e melhorar as caracteristicas do produto. Na literatura, tém sido citadas
associagdes do consumo de coldgeno com beneficios a satde, prevenindo diversas doencas
cronicas e agindo como um aliado na satide dos ossos e da pele (Campos; Pereira; Cazarin,
2023).

O alto teor proteico do hidrolisado de colageno (84 a 90%) (Ledn-Lopez et al., 2019),
combinado com caracteristicas funcionais, pode melhorar aspectos fisico-quimicos, reologicos
e microbiologicos dos alimentos, possibilitando o uso desse ingrediente em uma ampla
variedade de produtos (Tabela 3). Estudos ja relataram o uso, por exemplo, em produtos
panificados (Kumar et al., 2019), carneos (Sousa et al., 2017), lacteos (Leén-Lopez et al., 2020),

entre outras aplicagoes.
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1 Tabela 3 — Estudos publicados em artigos cientificos, avaliando o efeito da aplicacdo de colageno hidrolisado nas caracteristicas de produtos
alimenticios.
Produto Fonte do Objetivo (%) massico  Principais resultados Referéncia
hidrolisado de coligeno
hidrolisado
Biscoito Peixe Aplicacdo do colageno hidrolisado 0-10% Reduziu a capacidade armazenamento (Kumar et al.,
como potencial suplemento dietético de 4gua e os parametros de 2019).
na farinha de biscoito e avaliagdao dos gelatinizagdo-viscosidade (pico, vale,
seus efeitos sobre comportamento quebra, final e recuo da viscosidade).
fisico, textura e sensorial dos Aumento no teor proteico e
biscoitos. antioxidante, juntamente com uma
ligeira diminuicdo (p < 0,05) no
conteudo energético dos biscoitos.
Leite Ovino Criar uma bebida lactea fermentada 0,3%, 05%, Aumento da qualidade nutricional e (Ledon-Lopez et
fermentado enriquecida com colageno 0,75% e 1%. valor  proteico, manutencdo da al., 2020).
hidrolisado e  analisar  suas concentracdo inicial de gordura e
propriedades fisico-quimicas, lactose, aumento da  atividade
nutricionais, antioxidantes, antioxidante e antimicrobiana, e alta

microbioldgicas, além de investigar

biodisponibilidade de
hidrolisado.

colageno
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Queijo

Linguica

Presunto

Peixe

Suino

sua biodisponibilidade por meio e
espectroscopia.

Avaliar os efeitos da adicdo de
coldgeno hidrolisado na atividade
proteolitica e nos  peptideos
inibidores da Enzima Conversora da
Angiotensina I (ECA-I) e nas
caracteristicas sensoriais.

Substituir parcialmente o toucinho
suino utilizado na formulagdo de
linguigas tipo Frankfurt por colageno
hidrolisado e verificar o efeito dessa
substituicdo nos atributos fisicos,
sensorial e

quimicos, textura

instrumental desses produtos.

Avaliar o efeito da substituicao total
de proteina vegetal e fosfatos por
colageno hidrolisado e fibras citricas,

respectivamente, nas perdas por

0,2%

25% a 75%

0,4%

Aumento da atividade proteolitica e
peptideos anti-ACE-I; Manutencao das

caracteristicas sensoriais.

Resultou em maior qualidade das
linguicas tipo Frankfurt, como dureza e
mastigabilidade (até 50%). Além disso,
os beneficios nutricionais, como
aumento do teor de proteinas e minerais
e reducdo do teor de lipidios, sdo
alcancados com maior reducdo de
gordura.

O presunto elaborado com fibra citrica B
e colageno suino hidrolisado apresentou
resultados em

melhores textura,

sinérese, analise sensorial e perdas por

(Bakr  Shori;
Chia Hong;
Salihin Baba,
2021).

(Sousa et al.,

2017).

(Cardona-
Hincapié;

Restrepo-
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cozimento e sinérese de um presunto

York picado.

coccdo, sem diferencas significativas

com o padrao.

Molina; Lopez-
Vargas, 2020).
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Kumar et al. (2019) utilizaram peptideos de colageno de escamas/pele de peixes como
substituto parcial de farinha de trigo em biscoitos, e observaram redugdo na capacidade de
retencao de agua, e nos parametros de gelatinizagdo-viscosidade, além de redugdo no conteudo
energético. Ledn-Lopez et al. (2020) aplicaram colageno hidrolisado ovino em bebida
fermentada de soro, e observaram que a adicao de 1% de colageno hidrolisado aumentou o valor
nutricional e a atividade antioxidante (inibi¢do dos radicais DPPH e ABTS). Sousa et al. (2017)
adicionaram colageno hidrolisado comercial em linguiga tipo Frankfurt para substituir o
toucinho suino, e observaram melhoria na textura e no sabor do produto, ¢ maior aceitabilidade
pelos consumidores.

Hidrolisados de colageno, derivados de subprodutos do processamento carneo, podem
apresentar propriedade de eliminagdo de radicais de oxidacdo e a capacidade de fazer
associacdo com proteinas miofibrilares, visando aprimorar sua solubilidade (Jenkelunas; Li-
Chan, 2018). Outra funcionalidade do coldgeno hidrolisado ¢ atuar como anticongelante, sendo
util em reduzir o nimero de danos causados a células e tecidos durante o processamento a baixas
temperaturas, sendo oportuno para alimentos refrigerados ou congelados, podendo atuar como
crioprotetores (Cao et al., 2023b; Ledn-Lopez et al., 2019).

O hidrolisado de colageno pode apresentar algumas bioatividades, tais como atividade
antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensiva, antitrombdticao, antitumoral, cardioprotetora,

antienvelhecimento, entre outras (Tabela 4).



43

Tabela 4 - Estudos publicados em artigos cientificos, avaliando a bioatividade de colageno hidrolisado.

Matéria- Enzima Pré- Bioatividade Principais resultados Referéncia
prima tratamento
Escama de Alcalase Ultrassom e  Antioxidante O pré-tratamento em ultrassom da osseina, (Sae-leaw; Benjakul,
salmao tratamento juntamente com o tratamento térmico 2018).
térmico subsequente aumentou o rendimento e as
atividades  antioxidantes do coldgeno
hidrolisado.
Osso bovino Alcalase e - Antioxidante Os resultados mostraram atividade de (Zhang et al., 2023).
papaina eliminagdo dos radicais DPPH e ABTS.
Extrato de Colagenase B, - Antioxidante As trés enzimas testadas mostraram-se (Aubry et al., 2023).

0sso bovino

Escamas de
peixe

Couro bovino

Catepsina B e
Bromelina

Papaina

neutrase:tripsi
na=
0,016:0,048
m/m

Antioxidante e
antimicrobiana

Antioxidante e
anticancer

eficazes na geracdo de complexos
antioxidantes peptideos-minerais a partir de
0sso bovino. Nem sempre foi notado um
resultado melhorado pelo aumento da
quantidade da enzima (efeito da relagdo E:C);
em alguns casos, a propor¢do de 1/50 m/m
permitiu melhores resultados.

Capaz de inibir o radical e inibir E. coli,
apresentando assim atividade antioxidante e
antimicrobiana.

Os peptideos bioativos do colageno bovino
BPCC tém atividades de eliminagao
significativas de radicais livres DPPH, ABTS
e hidroxila, excelente poder redutor, bem
como grandes efeitos protetores em
macromoléculas  biologicas,  incluindo
proteinas, lipidios e DNA contra Cu®" /H20;
e dano oxidativo induzido por AAPH.
Entretanto, a dose administrada ¢
fundamental.

(Hernandez-Ruiz et al.,
2023).

(Xie et al., 2024).




44

Couro bovino

Papaina e
protease
composta
(Yuanye
Biotechnology
Co., Itd
(Shanghai,
China))

Extragdo de  Antidiabética
colageno (DPP-IV).
(acido acético

e pepsina).

Liquidos

10nicos

assistidos por

ultrassom.

A combinagdo dos pré-tratamentos (liquidos (He et al., 2023).
i0nicos assistidos por ultrassom) e a

combina¢do de dupla hidrélise enzimatica

apresentou a maior atividade inibitoria.




45

Capacidade antioxidante de peptideos de coldgeno ¢ uma das bioatividades mais
estudadas, contudo, as atividades anti-hipertensiva, antidiabética e antimicrobiana de peptideos
de colageno, vém sendo comprovadas em peptideos de colageno de diversas espécies. (Zhang;
Li; Liu, 2023) hidrolisaram osso bovino utilizando as enzimas Alcalase® e papaina, e
observaram potencial antioxidante nos peptideos resultantes da enzimolise. Peptideos com
capacidade de inibir radicais livres e a atividade da bactéria E. coli, foram identificados na
digestdo enzimatica de escamas de peixe, utilizando papaina como catalisadora na reagdo
(Hernandez-Ruiz et al., 2023). (Xie et al., 2024) observaram capacidade antioxidante e
anticancer em peptideos hidrolisados de couro bovino.

No intuito de aumentar a atividade bioldgica de interesse, pré-tratamentos vém sendo
estudados no auxilio a hidrélise enzimatica. Sae-leaw; Benjakul (2018) utilizaram tratamento
térmico e ultrassom como pré-tratamento na obtencao de peptideos antioxidantes de escamas
de salmao (Salmo salar) utilizando Alcalase®, e observaram que o pré-tratamento térmico
juntamente ao ultrassom poderia aumentar o rendimento e as atividades antioxidantes.

Alguns estudos indicam que hidrolisado enzimatico de coldgeno pode inibir a
atividade da Enzima Conversora da Angiotensina I (ECA 1) (Saiga et al., 2008), apresentar
atividade antioxidante (Ledn-Lopez et al., 2020), melhorar as propriedades funcionais, como
reducdo na perda por gotejamento e cozimento da carne, e apresentar melhoria nos parametros
de textura (Zou et al., 2022). Além dessas utilizagdes, o colageno hidrolisado também pode ser
usado com outras finalidades, por exemplo, como um aditivo na industria téxtil (Brouta-
Agnésa; Balsells; Paul, 2013). No entanto, a enzima utilizada no processo deve atender as
expectativas esperadas para o produto, sendo essa uma das etapas mais importantes na obtencao

de hidrolisado de colageno.

2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise enzimatica de proteinas foi desenvolvida como uma alternativa a hidrolise
acida ou alcalina, na década de 1990. A obten¢do de hidrolisados proteicos por hidrolise
enzimatica mostrou-se uma ferramenta altamente eficaz para potencializar as bioatividades dos
produtos da reagdo, tais como a protecdo contra danos oxidativos no DNA e a eliminacdo de
radicais livres, incluindo ROS e outras substancias oxidativas (Habinshuti et al., 2023).

A alta especificidade, as condi¢des suaves, a auséncia de residuos de solventes
organicos e de produtos toxicos quimicos no processo de obten¢ao dos peptideos posicionaram

a hidrolise enzimatica como o método preferido para a obtengdo de peptideos bioativos
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(Indriani et al., 2022). O processo de hidrolise enzimatica também demanda condigdes
criteriosamente controladas do sistema de reacao, incluindo pH, temperatura, relagdo enzima-
substrato e tempo de reagdo, a fim de alcangar a hidrolise ideal para o produto desejado (Ulug;
Jahandideh; Wu, 2021).

Adicionalmente, tem sido demonstrado que a utilizagdo de hidrolisados proteicos
obtidos por meio de biocatalise representa uma alternativa promissora para aumentar o valor
agregado de diversos subprodutos industriais. Essa abordagem pode desempenhar um papel
significativo para auxiliar na promogdo da satde dos consumidores, permitindo desenvolver
produtos diferenciados e de baixo custo suplementados com peptideos antioxidantes, que sao
reconhecidos por seus beneficios para a satide (Habinshuti et al., 2023).

Nesse contexto, diversas proteases tém sido empregadas na hidrélise das ligagdes
peptidicas em proteinas. Enzimas como Alcalase®, Flavorzyme®, papaina, tripsina, neutrase,
protamex, entre outras, tém sido amplamente utilizadas na hidrolise de diferentes proteinas
presentes em alimentos (Habinshuti et al., 2023). Estudos recentes apontam a Alcalase® como
a mais utilizada, devido aos resultados promissores obtidos em uma ampla gama de alimentos,
especialmente devido a sua capacidade de gerar uma grande quantidade de peptideos de
tamanho reduzido (Tacias-Pascacio et al., 2020).

A escolha das enzimas comerciais a serem utilizadas na transformacao de proteinas
depende, portanto, de uma analise criteriosa dos custos e beneficios associados a cada fonte
enzimatica, levando em considera¢do a eficiéncia e a relacdo custo-eficacia (Toldra et al.,

2012).

2.3.1 Alcalase®

A Alcalase® (3.4.21.62) ¢ uma protease que tem como funcdo caracteristica a
promocado da protedlise, que a classifica como uma “hidrolase” no sistema de classificagdo
internacional e nomenclatura de enzimas (nimero EC), classe 3 e subclasse 3.4 (hidrélise de
ligacdes peptidicas). O nome aceito pela Enzyme Commission (EC) ¢ subtilisina, por ter sido
obtida do Bacillus subtilis. E uma serina endopeptidase, que ndo contém residuos de cisteina
(BRENDA, 2023). Realiza a hidrdlise de proteinas com ampla especificidade para ligagdes
peptidicas e preferéncia por uma ampla gama de residuo nao carregado em P!. Hidrolisa amidas

peptidicas (Petrillo et al., 2012).
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Essa protease apresenta ampla especificidade com pH 6timo alcalino. Atualmente, ¢
produzida por fermentacdo submersa em batelada alimentada com Bacilllus licheniformis. A
faixa de pH otima para a Alcalase® ¢ entre 7,00 e 9,00, tendo como pH 6timo 8,00. J& para
temperatura, a faixa fica entre 40 e 70 °C, sendo 60 °C a temperatura o6tima de atuagdo
(Habinshuti et al., 2023).

Ainda, os peptideos obtidos por hidrdlise enzimatica utilizando enzimas de grau
alimenticio sdo considerados seguros. Contudo, o alto custo das enzimas, combinado ao baixo
rendimento de peptideos, obrigam a indistria a buscar métodos alternativos para melhorar o
rendimento do hidrolisado/peptideo (Habinshuti et al., 2023).

Teshnizi; Robatjazi; Mosaabadi (2020) utilizaram a enzima comercial Alcalase®,
usando a superficie de resposta, e obtiveram maior grau de hidrolise (12,78%) em uma relagao
massica enzima/substrato de 3,5%, pH de 7,5 e temperatura de 60 °C. Nas condigdes
otimizadas, as proteinas apresentaram pesos moleculares inferiores a 14,5 kDa para obter
hidrolisados proteicos de pele de frango.

Outros pesquisadores vém apresentando tecnologias sequencial ou assistivas para
melhorar o tempo de extragdo e a atividade bioldgica de interesse. Indriani et al. (2022)
mostraram a importancia da hidrolise enzimatica combinada com o ultrassom na extracao de
colageno da pele de ra-touro asiatica, relatando a obteng@o de hidrolisados proteicos altamente
antioxidantes usando a tecnologia de ultrassom de forma sequencial por 20 min, ou combinada
por 30 min.

Sendo assim, o uso de ultrassom como tecnologia assistiva, para a obtencdo de
peptideos bioativos da moela, do revestimento interno da moela ou do proventriculo de frango,
¢ uma das hipoteses inéditas para obter colageno hidrolisado enzimatico desses subprodutos
avicolas, com tempo de processo reduzido e melhor capacidade antioxidante dos hidrolisados,

sem gerar residuos toxicos.

2.4 TECNOLOGIAS VERDES ASSISTIVAS

Atualmente, a aplicag@o de tecnologias ndo classicas ¢ uma area de desenvolvimento
dindmico na pesquisa voltada para a induastria de alimentos. Processos alternativos aos
convencionais de extracdo tém potencialidades para aumentar a eficacia da producdo e
contribuir para a preservacdo do meio ambiente, reduzindo o uso de recursos naturais e
solventes, eliminando efluentes, o consumo de energia fossil e a geragao de substancias toxicas

(Chemat et al., 2019; Chemat; Zill-e-Huma; Khan, 2011).
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Tecnologias nao térmicas inovadoras, como alta pressao e ultrassom, t€ém o potencial
de afetar as estruturas das proteinas sem alterar a temperatura do processo (Thoresen et al.,
2020). Podem ser usadas com a finalidade de obter maior rendimento de extragdo de proteinas,
usando a alta pressdo e maior capacidade antioxidante com o ultrassom. Essas tecnologias sao
especialmente projetadas para serem econdmicas, simples e eficientes energeticamente, € nao
poluentes (Chemat; Zill-e-Huma; Khan, 2011).

Habinshuti et al. (2023) relataram a utilizagao de tecnologias alternativas para reduzir
a quantidade de enzimas e o tempo de rea¢ao na obtencao de peptideos bioativos de diferentes
fontes proteicas. Essas tecnologias incluiram tratamentos térmicos, ultrassom, micro-ondas,
alta pressao hidrostatica e campo elétrico pulsado, aplicados tanto como pré-tratamento, quanto
durante a hidrdlise enzimatica.

Essas inovagdes tecnologicas potencializam a hidrolise enzimatica, induzindo a
desnaturagdo ¢ o desdobramento da estrutura da proteina, o que facilita a suscetibilidade da
mesma a agdo das enzimas. Como resultado, ¢ possivel modificar a enzima e o substrato,
gerando melhorias na capacidade antioxidante dos peptideos obtidos.

Entretanto, algumas tecnologias assistivas enfrentam algumas barreiras no uso
industrial, como o alto custo e a dificuldade de desenvolvimento de equipamentos em larga
escala (Soares et al., 2020). Todavia, o ultrassom ¢ uma tecnologia emergente, ndo térmica,
ndo invasiva e verde (Alarcon-Rojo et al., 2019), de custo relativamente baixo quando
comparado a outras tecnologias, como alta pressdo (Soares et al., 2020). Ganha espaco na
industria de alimentos, devido ao fato de as industrias poderem dispor de equipamentos de

ultrassom praticos e confiaveis (Chemat et al., 2019).

2.4.1 Ultrassom

O ultrassom consiste no uso de energia acustica, com frequéncias superiores a 20 kHZ,
para aumentar a eficacia no processamento e preservacao de alimentos (Alarcon-Rojo et al.,
2019). As ondas ultrassonicas sdo vibragdes mecanicas (superiores a 20 kHZ) que podem ser
divididas basicamente em duas faixas, a de baixo potencial (baixa intensidade) e alta poténcia
(alta intensidade) (Barekat; Soltanizadeh, 2019). As condi¢des mais utilizadas sdo de 200 a
600 W; e 20 a 50 kHz (Habinshuti et al., 2023).

A aplicacao do ultrassom no processamento de alimentos ¢ relativamente recente,

contudo, ¢ comprovado que as ondas ultrassonicas de alta intensidade podem romper células,



49

e mesmo o ultrassom de baixa intensidade ¢ capaz de modificar o metabolismo das células
(Chemat et al., 2017).

O funcionamento do ultrassom se da pela cavitagcdo acustica que ocorre quando as
variagdes de pressdo das ondas ultrassonicas passam por uma substancia. Geralmente, se refere
a formacao, ao crescimento e a implosao de bolhas que ocorrem durante a propagacao de uma
onda de ultrassom em um meio liquido (Chemat et al., 2017; Habinshuti et al., 2023),
provocando efeitos quimicos, fisicos e biologicos (Natarajan; Ponnusamy, 2020) na matéria.

A redugdo do tempo de processamento, da quantidade de energia e dos solventes
utilizados, das operagdes unitarias ¢ da emissao de CO; (Chemat; Zill-e-Huma; Khan, 2011)
sd0 os principais pontos que motivam o uso do ultrassom pela industria de alimentos. Além
disso, a sustentabilidade do meio ambiente ¢ outro ponto importante, que estimula o uso dessa
tecnologia.

Existe uma grande area de aplicacdo do ultrassom de baixa e alta intensidade no
processamento de alimentos, por exemplo no congelamento (Zhang et al., 2022), no
descongelamento (Xu et al., 2022), na secagem (Fernandes; Rodrigues, 2023), no amaciamento
(Li et al., 2022), na marinagao (Lima et al., 2022), na pasteurizacdo (Liu et al., 2022), entre
outros processamentos comuns na industria alimenticia.

Recentemente, essa tecnologia tem sido utilizada na modificagdo do desempenho de
enzimas. Na pratica, o ultrassom € capaz de aumentar a atividade enziméatica, em condigdes de
tempo, temperatura e poténcia especificos (Bruno Siewe; Kudre; Narayan, 2021). As mudangas
na cavitagcdo do ultrassom resultam em alteracdes na conformacgdo da proteina, favorecendo a
exposicdo dos sitios de clivagem durante o processo, como a hidrolise, que tem sido
amplamente utilizada para aprimorar as propriedades antioxidantes de diferentes substratos
(Habinshuti et al., 2023). Além de ser aplicado de forma isolada, o ultrassom tem sido
empregado combinado com outros tratamentos para otimizar o processamento de alimentos.

O uso do ultrassom como pré-tratamento do substrato a ser utilizado em reagdes de
hidrdlise enzimatica, ou simultaneamente a hidrolise enzimatica, vem sendo objeto de
investigacao, no intuito de aumentar o rendimento do processo e as caracteristicas-alvo da
proteina hidrolisada (Indriani et al., 2022; Vidal et al., 2018).

Na extragdo e/ou hidrélise do coldgeno, o ultrassom vem sendo usado de forma
assistiva ou combinado com as enzimas. Pacheco et al. (2023) usaram ultrassom como pré-
processo e/ou durante a proteolise com o objetivo de melhorar o tempo de hidrélise, aumentar
a concentracdo final dos hidrolisados, bem como melhorar a solubilidade e a capacidade

antioxidante in vitro dos hidrolisados. Os autores perceberam que o uso da sonicagdo pode
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proporcionar um aumento de até 280% na velocidade de protedlise, resultando em uma
concentracdo de peptideos soluveis até 24% maior do que a obtida na hidrdlise convencional.
Kaewbangkerd; Hamzeh; Yongsawatdigul (2023) utilizaram o ultrassom na extracdo
de colageno da traqueia de frango, mostrando que a tecnologia ndo afetou a microestrutura do
colageno, e nao danificou a tripla hélice, nem a estrutura secundaria da proteina. Indriani et al.
(2022) utilizaram o ultrassom como pré-tratamento ou de forma simultanea durante a hidrolise
de pele da ra-touro asidtica, utilizando papaina para o preparo de coldgeno hidrolisado.
Observaram que o uso da tecnologia de ultrassom como pré-tratamento por 20 min ou como
tratamento simultaneo a hidrolise enzimatica por 30 min, forneceu hidrolisados altamente
antioxidantes, resultando em um produto de maior bioatividade do que o substrato original.
Portanto, o uso do ultrassom na obteng¢do de hidrolisado de coldgeno de subprodutos
de origem animal ¢ uma alternativa que pode ser utilizada para obter produtos com maior
atividade bioldgica. Contudo, até o presente momento, ndo foi documentado o uso dessa
tecnologia combinada com Alcalase® para a obtengdo de coldgeno hidrolisado enzimatico de

moela, revestimento interno da moela ou proventriculo de frango.
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3. METODOLOGIA

3.1 DESENHO DAS ETAPAS DO PROJETO

Esta pesquisa foi planejada para ser executada em trés etapas (Figura 3). A primeira
etapa envolveu uma prospeccao cientifica na base de dados da Colegao Principal da Web Of
Science®, utilizando uma combinacdo de palavras-chave definida apds buscas preliminares de
teste, nos campos que incluem titulo do artigo, resumo e palavras-chave. Os artigos
selecionados foram classificados apds a leitura de titulo e resumo, e submetidos a analise.

Na segunda etapa do estudo, realizou-se a caracterizacdo da matéria-prima visando a
obtencdo de hidrolisados enzimaticos, tomando-se por base os resultados dos teores dos
macronutrientes (umidade, cinzas, lipidio e proteina), das matérias-primas investigadas e do
teor de hidroxiprolina/colageno. Nesta etapa, outras andlises envolveram a determinag¢do da cor
instrumental e pH, realiza¢do de eletroforese SDS-PAGE, perfil de aminoacidos e avaliagdo da
microestrutura da matéria-prima, por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV).

A partir dos resultados da segunda etapa, foram realizados testes preliminares visando
selecionar a matéria-prima para a obtencdo dos hidrolisados enzimdticos. O substrato
selecionado foi utilizado no estudo de otimizagdo do processo de hidrélise com a enzima
proteolitica Alcalase®, nas condi¢des de temperatura e pH 6timas deste biocatalisador e em
processo assistido por ultrassom (pré-tratamento), utilizando um planejamento sequencial
variando a concentra¢do de acido acético, tempo no banho ultrassonico (10, 20 e 30 minutos)
como pré-tratamento; e concentracdo de enzima (m/v). Nesta etapa, foi levado em consideragdo
o maior grau de hidrolise proteica e a atividade antioxidante in vitro das amostras obtidas nos
diferentes experimentos. Os hidrolisados com maior grau de hidrdlise € maior capacidade
antioxidante foram avaliados quanto a atividade antioxidante por ORAC, eletroforese SDS-
PAGE, o perfil de aminodcidos, a identificacdo de sequencias peptidicas, espectroscopia de

infravermelho pela transformada de Fourier e a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).



Figura 3 — Desenho das etapas da pesquisa.
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3.2 METODOLOGIA DA PROSPECCAO CIENTIFICA

A etapa de prospecgdo cientifica foi realizada em janeiro de 2026, utilizando a
metodologia descrita segundo Melo et al. (2021). Para a coleta de dados, foi realizada uma
busca na base de dados da Colecao Principal da Web Of Science®. Os dados foram filtrados
utilizando os termos “Collagen AND Chicken AND Functional”, no item do topico que inclui
titulo do artigo, resumo e palavras-chave; nenhum filtro de campo de pesquisa ou ano foi
adicionado, para garantir que todos os estudos presentes na base de dados fossem obtidos.

A busca resultou em 268 artigos, sendo que todos foram analisados quanto ao titulo e
ao resumo, tendo sido classificados como artigos originais de pesquisa. Ap0Os essa etapa inicial,
as informacdes referentes a distribuicdo dos artigos, com base no ano, na area geografica, no
idioma e na area de publicagdo dos mesmos, foram extraidas diretamente do banco de dados.

Os materiais coletados no banco de dados foram entdo processados no software
VosViewer (version 1.6.20), objetivando-se coletar informacdes sobre a cooperagdo entre
paises, organizacdes ¢ autores. O Excel (Microsoft 365 MSO Versao 2601 Build
16.0.19628.20132) foi utilizado para tratar os dados e gerar os graficos para a visualizagao dos

mesmeos.

3.3 CARACTERIZACAO E ENSAIOS PRELIMINARES PARA A SELECAO DA
MATERIA-PRIMA A SER UTILIZADA NA HIDROLISE ENZIMATICA DE COLAGENO

Os ensaios preliminares foram realizados no Laboratdério de Quimica de Alimentos —
LAQA/UFPB, objetivando a selecdo da matéria-prima a ser utilizada para a obteng¢do dos
hidrolisados enzimaticos de colageno. Os testes preliminares foram realizados com a moela,
com o revestimento interno da moela e com o proventriculo de frango obtidos de um

revendedor localizado na cidade de Bananeiras — PB.

3.3.1 Composicao fisico-quimica

A moela, o revestimento interno da moela e o proventriculo de frango foram triturados
separadamente em um liquidificador (Mondial Power- L-550 2 Velocidades + Pulsar 550W) e
usados para as andlises, as quais foram realizadas em triplicata.

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com a Association of Offcial

Analytical Chemists (AOAC, 2000), e os resultados expressos em g.100g™! (base imida).
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A umidade (n°® 950.46.41) foi determinada em estufa a 105 °C, por 24h; as cinzas (n°
39.1.09) foram determinadas em mufla a 550 °C; os lipidios foram quantificados pelo método
de Folch; Lees; Sloane Stanley (1957); as proteinas (n°® 928.08), dosadas pelo método de
Kjeldahl.

Para a determinagao de hidroxiprolina (AOAC, n° 990.26), a amostra passou por um
processo de hidrolise acida a quente, em estufa a 105 °C por 16 horas. Apos a hidrdlise, foi
realizada uma filtragdo e posterior diluicdo (10 vezes). Para a realizagdo da reacdo de cor, foram
adicionados 2 mL do extrato diluido, 1 mL da solugdo oxidante (1,41 g do reagente cloramina
T em 100 mL de solugao tampao de acido citrico em pH 6), agitou-se e deixou-se em repouso
por 20 minutos. Logo apds, foi adicionado 1 mL do reagente de cor (10 g de 4-
dimetilaminobenzaldeido em 35 mL de acido perclorico a 60% e 65 mL de 2-propanol);
homogeneizado vigorosamente, e acondicionado a temperatura de 60 °C em banho-maria, por
15 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia das solugdes contra o branco de
reagentes a 558 nm, em espectrofotometro UV-VIS (Quimis, Q798U, Sao Paulo, Brasil). A
quantificagdo foi realizada utilizando curva padrio preparada com diferentes concentragdes de
hidroxiprolina (0,6 a 3,6 pg/mL). A conversdo da concentracdo de hidroxiprolina para coldgeno

foi realizada multiplicando-se o valor final por 8.

3.3.2 Teste de hidrdlise proteica da moela, do revestimento interno da moela e do

proventriculo de frango com Alcalase®

Individualmente, o substrato (a moela, o revestimento interno e o proventriculo) foi
submetido a inativagdo das enzimas endogenas em banho a 90°C por 15 minutos, e resfriamento
em banho de gelo. O material inativado foi transferido para um reator encamisado com banho
termostatizado e previamente aquecido. Ao sistema, adicionou-se 4gua ultrapura na propor¢ao
de 1:2 (m/v), com agitacdo constante. A relacdo enzima:substrato (5%, m/m) e o tempo total
de hidrolise (240 minutos) foram definidos com base em Bezerra et al. (2020) e De Queiroz et
al. (2017). Durante a hidroélise, o pH foi controlado pela adi¢ao de solugao de NaOH 0,5 mol /
L. Aliquotas foram retiradas ao longo do tempo de rea¢do. Apds 240 minutos de hidrélise, foi
realizada a inativagdo da enzima, pelo uso de temperatura a 90 °C por 15 minutos, € a amostra

foi armazenada sob congelamento para posterior analise.

3.3.3 Grau de hidrolise proteica
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O grau de hidrolise proteica sob acdo da Alcalase® nos extratos da moela de frango e
dos residuos foi determinado através do consumo de base, utilizando a Equagao 1 descrita por

(Adler-Nissen, 1986).

DH (%) = B+ Nb* (3)  (55) * (=) * 100 (Equagdo 1), onde DH (%) = grau de

MP htot
hidrélise; B = consumo de NaOH (0,5 moL/ L") em mL; Nb = normalidade NaOH (0,5 moL");

1/0. = média de grau de dissocia o do grupo a-NH2; MP = massa da proteina em g; htot =

numero total de ligagdes peptidicas no substrato proteico, sendo 7,6 para carnes.
3.4 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS/ UFSC

A moela de frango, o revestimento interno ¢ o proventriculo foram adquiridos em
abatedouro localizado no estado de Santa Catarina (Brasil), devidamente fiscalizado pelo
Servigo de Inspe¢do Federal (SIF). Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em uma
caixa térmica com gelo e transportadas até o laboratorio de Compostos Bioativos, localizado
no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Universidade Federal de Santa
Catarina, para as analises posteriores.

A Alcalase® 2,4 L, com uma temperatura 6tima de 60 °C e pH 6timo 8,00, produzida
pela Novozymes, foi doada pela empresa LNF Latino Americana, Fioravante Pozza, Bento
Gongalves, RS.

O material congelado foi triturado em um moedor de carnes e utilizado para todas as
analises que foram realizadas em triplicata.

O pH foi determinado utilizando um pHmetro Modelo Q400 AS (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) segundo a AOAC (2000) n° 981.12.

3.4.1 Estratégia sequencial de planejamentos experimentais para a maximizacao
do hidrolisado de colageno da moela, do revestimento interno da moela ou do

proventriculo de frango utilizando a Alcalase®, assistido por ultrassom

O processo de hidrolise da matéria-prima selecionada utilizando a Alcalase® (com

base na metodologia de Indriani et al., 2022) esta descrito na Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma do processo de extracao enzimatica do hidrolisado de colageno de

frango,
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Fonte: Adaptado de Indriani et al. (2022), usando BioRender.com, 2023.

3.4.1.1 Pré-tratamento para remog¢do das proteinas ndo colagenosas do substrato de

frango selecionado para posterior hidrodlise enzimdtica

As proteinas ndo colagenosas do substrato selecionado (moela, revestimento interno

da moela ou do proventriculo) foram removidas ap6s a etapa de trituracdo segundo a

metodologia de Indriani et al. (2022), com solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 0,3 mol L!

em uma propor¢ao amostra/solucdo alcalina 1:10 (m/v), por 6 h a 4 °C. A mistura foi agitada

continuamente a 300 rpm, e a solucdo alcalina foi trocada a cada 2 h. Em seguida, o subproduto

selecionado foi lavado em &gua fria corrente (5 °C) até a dgua da lavagem atingir um pH

levemente basico ou neutro (7,0 — 7,5).

3.4.1.2 Pré-tratamento do subproduto em dcido acético

A matéria-prima selecionada, ja sem as proteinas ndo colagenosas, foi embebida em

acido acético na proporcao de amostra/solucdo de 1:10 (m/v), e a mistura foi agitada a 200 rpm

a 4 °C durante 4 h, para facilitar o acesso da agua as fibras de coldgeno, podendo assim

melhorar os resultados no processo de hidrolise. O substrato entumescido resultante foi lavado
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com agua fria até obter d4gua de lavagem com pH neutro ou ligeiramente acido (6,5-7,0), usado

como substrato para preparar o hidrolisado.

3.4.1.3 Planejamento experimental da hidrolise enzimatica assistida por ultrassom de

colageno do subproduto de frango selecionado na etapa anterior

A escolha das variaveis do planejamento experimental levou em consideragdo os
testes preliminares, bem como as condi¢des que permitissem preservar a qualidade do
hidrolisado e fossem adequadas para a hidrélise enzimatica. Para a temperatura e pH, foram
selecionadas as condigdes Otimas para a atividade catalitica da Alcalase® (60 °C e 8,00,
respectivamente), para garantir o maximo de atuacdo da enzima. A concentragdo madssica
maxima da relagdo enzima/substrato foi de 5%, definida com base nos ensaios de selecao das
matérias-primas testadas e de acordo com os estudos de Bezerra et al. (2020) e De Queiroz et
al. (2017).

Um planejamento experimental completo foi adotado para obter o hidrolisado de
colageno presente na matéria-prima assistida por enzimas e ultrassom. Este planejamento
incluiu 11 ensaios, com trés repetigdes no ponto central. Foram estudadas 3 variaveis
independentes: concentragdo de acido acético (mol/L) (Aratjo et al., 2018; Indriani et al.,
2022), concentracao de enzima (%, m/m, em relacdo a massa total de substrato) (Bezerra et al.,
2020; Dos Santos Aguilar; De Souza; De Castro, 2020) e o tempo de hidrélise no ultrassom
(min) (Indriani et al., 2022; Magalhaes et al., 2022) (Tabela 4). Como varidvel dependente,
foram estudados o grau de hidrolise proteica (descrito no item 3.3.3). Estes ensaios foram
conduzidos em um tempo de incubagado de 4 horas. Os efeitos destas variaveis foram analisados

estatisticamente.

Tabela 4 — Valores experimentais e niveis codificados das variaveis independentes
(concentracdo de acido acético, concentragdo de enzima e tempo de hidrélise no ultrassom),
utilizados no delineamento experimental completo para selecao das condi¢des de hidrolise do
colageno do subproduto de frango com Alcalase® assistida por ultrassom.

Variaveis -1 0 +1
Acido acético (mol/L) 0,5 0,75 1,0
Ultrassom (min) 10 20 30

Enzima (%) 1 3 5
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Os resultados do planejamento experimental foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), utilizando-se o software STATISTICA 5.0 (STATSOFT, 2010) e R Studio (versao
2023.06.2) a 95% de confianga para o delineamento completo 2°.

3.4.1.4 Obtencgdo dos hidrolisados de colageno da moela, do revestimento interno da

moela ou proventriculo usando Alcalase® e ultrassom

O subproduto selecionado na etapa anterior, triturado e tratado com NaOH, para
remocao de proteinas ndo colagenosas, foi usado como substrato na hidrolise. Na primeira
etapa, foi realizada uma inativagao das enzimas enddgenas, com base nos achados de (Cordeiro
et al., 2020), submetendo a matéria-prima selecionada a 90 °C por 15 min. Em seguida, a
matéria-prima tratado foi embebida em acido acético em diferentes concentragdes, tratada em
banho ultrassonico, conforme descrito por (Indriani et al. 2022), com adaptagdes. O pré-
tratamento com ultrassom foi realizado suspendendo o substrato entumescido (50 g) em agua
destilada na propor¢ao amostra/dgua 1:5 (m/v) usando uma lavadora ultrassonica (Q 5.9/37 A,
ECO-SONICS, Indaiatuba — SP, Brasil), com intensidade de 153 W/cm? em frequéncia unica
de 20 kHz. Este tratamento foi realizado em varios tempos de ultrassom (10, 20 e 30 min)
(Tabela 4). Durante o processo, a temperatura foi mantida a 40 °C em banho-maria e
monitorada com termdémetro digital até o final do processo (60 min de tempo total).

Na terceira etapa, a matéria-prima tratada com ultrassom foi entdo hidrolisada usando
Alcalase®, sendo incubado a 60 °C com agitacdo constante a 200 rpm até o fim da hidrolise,
usando um agitador. A hidrélise foi interrompida por aquecimento a 90 °C por 15 minutos ¢ a
mistura resultante foi centrifugada a 9.000 rpm a 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi
coletado e liofilizado. O liofilizado foi mantido em sacos de polietileno e armazenado a — 20
°C até o uso nas analises.

Ap0s os resultados do processo de otimizagao, foi realizada uma hidrélise sem adicao
de enzima e outra reagdo sem tempo no ultrassom, nas condi¢des otimizadas, para a realizagado

do estudo da caracterizacao.

3.4.2 Caracterizacao dos hidrolisados proteicos de coliageno obtidos a partir do

subproduto de frango otimizado
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3.4.2.1 Eletroforese da moela, revestimento interno da moela e proventriculo, e do

hidrolisados de colageno na condi¢do otimizada

O perfil das fragdes proteicas e dos peptideos foi determinado por eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS para separacao das bandas de maior peso molecular (225 kDa
a 38 kDa) (LAEMMLI, 1970) e de menor peso (38 kDa a 3,5 kDa) por SDS-PAGE-Tricina
(Schégger; Von Jagow, 1987). As amostras foram diluidas em tampao redutor (0,5 mol/L Tris-
HCI, pH 6,8, 10% SDS, 10% glicerol, 5% Pmercaptoetanol e 0,1% Comassie Blue G250),
homogeneizadas com auxilio de vortex e sonicadas por 10 minutos. Logo apos, foram
aquecidas a 90 °C por 5 minutos em banho a seco (Loccus, Sdo Paulo, Brasil). Pelo sistema
SDS-PAGE, o gel de aplicacdo (stacking gel) foi preparado na concentragdo de 3,5% de
poliacrilamida em tampao Tris - HCI 0,5 mol/L, pH 6,8 ¢ SDS a 1%, enquanto que o gel de
separacdo foi montado formando um gradiente de 7,5 a 17,5% de poliacrilamida em tampao
Tris - HC1 3 mol/L, pH 8,8 e SDS a 1%. A corrida foi realizada sob amperagem constante
(25 mA) e ao final da corrida, o gel foi retirado da placa e fixado em TCA 12,5% por uma hora,
sendo entdo corado com Coomassie brilliant blue R250. A remog¢do do excesso de corante foi
realizada com o auxilio de uma solugdo descorante de metanol, 4cido acético e agua (1:3,5:8
v/v/v). Os pesos moleculares das fragdes proteicas foram comparados mediante utilizacdo de
marcador de peso molecular (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA). No sistema
SDS-PAGE-Tricina, foram utilizados géis de poliacrilamida de diferentes concentracdes: gel
de separacdo (16% T e 3% C), gel espacador (10% T e 3% C) e gel de empilhamento (4% T e
3% C). Apos as corridas, o gel foi fixado por 1 h em solugdo metanol, 4cido acético e agua
(5:1:4 v/v/v) e corados por Comassie brilliant Blue G250 (0,025% de Comassie Blue em 10%
acido acético), durante 48 horas e posteriormente descorados em 10% acido acético. Os pesos
moleculares das fragdes de baixo peso foram comparados mediante utilizacdo de marcador de

peso molecular (GE Healthcare Life Sciences, Nova Jersey, USA).

3.4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Caracteristicas estruturais foram avaliadas através da andlise de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR em equipamento Shimadzu IR Prestige-
21 (Shimadzu Corporation, Japan), utilizando a técnica de refletincia total atenuada (ATR) no

intervalo de 400 a 4500 cm-1, com varreduras de 45 scans e resolucdo de 2 cm™.
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3.4.2.3 Microscopia eletréonica de varredura (MEYV)

A morfologia da superficie, que foi realizada nas matérias-primas € na amostra de
coldgeno hidrolisado obtidos nas condi¢des reacionais otimizadas, foi visualizada por
microscopia eletronica de varredura (MEV, Hitachi S-3400N, Japao). A amostra foi montada
em stubs de amostra MEV e revestida com particulas de ouro sob vacuo. Apos o revestimento,
a amostra foi examinada a um potencial de aceleracao de 20 kV inicialmente (Dhakal et al.,

2018).

3.4.2.4 Analise das propriedades funcionais

As propriedades funcionais foram avaliadas em quadruplicata.

A turbidez dos hidrolisados (0,5 g de amostra hidrolisada diluida em 5 mL de dgua
destilada) foi medida a 600 nm usando um espectrofotometro UV-Visivel (Quimis, Q798U,
Sao Paulo, Brasil) de acordo com Fuentes et al. (2024).

O pH do hidrolisado dissolvido (0,5 g em agua destilada) foi medido a temperatura
ambiente (25 °C) usando um pHmetro EDGE (HI2020 — 02).

As amostras de colageno hidrolisado foram dissolvidas em 4gua até uma concentragao
final de 10 mg/mL e agitadas em vortex por 3 minutos. O potencial zeta dessas amostras foi
determinado usando um analisador de potencial zeta (Zetasizer Nano ZsMalvern).

A solubilidade dos hidrolisados foi avaliada em varios niveis de pH seguindo a
metodologia descrita por Fuentes et al. (2024). Resumidamente, 0,5 g de hidrolisado foram
dispersos em 5 ml de 4gua deionizada. Apds o ajuste do pH da solugdo para 4, 7 e 10 utilizando
HCI1 6 mol/L ou NaOH 6 mol/L, a mistura foi agitada a temperatura ambiente por 30 minutos
e centrifugada a 7.500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e seu teor proteico foi
quantificado pelo método de Kjeldahl. A solubilidade da proteina foi calculada utilizando a

seguinte equagdo e expressa em porcentagem (%, em peso) (Equacdo 1).

Conteudo proteico na amostra

Solubilidade (%) = X100 (Eq.1),

Conteudo proteico total

A capacidade de retengdo de 6leo (CRO) foi determinada de acordo com o método de

Fernandez-Lopez et al. (2009) e Fuentes et al. (2024) com adaptacdes. Uma amostra de 0,5 g
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foi misturada com 15 mL de 6leo de girassol, homogeneizada em vortex por 1 minuto,
armazenada a temperatura ambiente por 24 horas e centrifugada a 3.000 x g por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o residuo foi pesado. A CRO foi calculada como gramas de 6leo
retido por grama de amostra.

A capacidade emulsificante dos hidrolisados foi avaliada por dois parametros: o indice
de atividade emulsificante (IAE) e o indice de estabilidade da emulsao (IEE), seguindo a
metodologia de Noman et al. (2018), modificada por Fuentes et al. (2024). Aproximadamente
0,2 g da amostra foi misturada com 45 mL de 4gua deionizada e 15 mL de 6leo de girassol. A
mistura foi homogeneizada utilizando um Ultra-Turrax (T18 digital ULTRA-TURRAX® -
IKA, Alemanha) na velocidade maxima (20.000 rpm) por 1 minuto. Em seguida, 50 pL da
camada inferior da emulsao foram coletados e misturados com 2 mL de soluc¢ao de SDS a 1%.
A absorbancia das misturas foi medida imediatamente a 500 nm (A0) e ap6s 10 minutos (A10)
utilizando um espectrofotdometro UV-Visivel (Quimis, Q798U, Sao Paulo, Brasil). O EAI

(m?*/g) e o ESI (min) foram calculados usando as Equac¢des 2 e 3, respectivamente:

EAl = 2x2.303xA0 (Eq 2)

0.25 x massa proteica

_ A10
ESI = A0x 20— (Eq. 3)

A estabilidade da espuma (FS) foi medida seguindo Fuentes et al. (2024) e Noman et
al. (2018). Aproximadamente 0,5 g de hidrolisado foi misturado com 30 mL de 4gua deionizada
(V0) em um cilindro volumétrico de 100 mL. A mistura foi homogeneizada utilizando um
Ultra-Turrax (T18 digital ULTRA-TURRAX® - IKA, Alemanha) na velocidade maxima
(20.000 rpm) durante 1 minuto. O volume da espuma foi registrado imediatamente (V0) e 30
minutos apos a formacao da espuma (V2). O FS foi calculado de acordo com a Equacao 4.

FS (%) = Y272 x100 (Eq. 4)

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados da caracterizacdo dos subprodutos de frango e dos

hidrolisados foi realizada por meio de Andlise de Varidncia (ANOVA). Posteriormente, as
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médias foram submetidas ao teste post hoc de Tukey, ao nivel de significancia de 5%,
utilizando o software R Studio (versao 2024). Os dados obtidos na otimizag¢ao do processo de
hidrolise dos subprodutos de frango foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o software R Studio (versdo 2023.06.2) onde, a partir deste, foram estimados os
efeitos das variaveis estudadas e determinados os coeficientes do modelo para a resposta

experimental, utilizando um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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ARTIGO 1

A DINAMICA ENZIMA-SUBSTRATO INFLUENCIA A EFICIENCIA DA
HIDROLISE DO COLAGENO DA MOELA DE FRANGO: O ULTRASSOM
COMO FATOR SECUNDARIO QUE AFETA A MICROESTRUTURA E A
DISPERSAO DE PEPTIDEOS.
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Resumo

Subprodutos do sistema digestivo de frangos, particularmente o revestimento da moela,
apresentam significativo potencial para a produc¢do de coldgeno hidrolisado. Este estudo
investigou os efeitos do pré-tratamento acido, ultrassom e relagdo enzima-substrato na hidrdlise
enzimatica do revestimento da moela de frango utilizando Alcalase® e nas propriedades
tecnolodgicas dos hidrolisados liberados. Foi aplicado um planejamento fatorial completo e dois
hidrolisados com baixo (<DH, 11,36%) e alto (®*DH, 21,19%) grau de hidrélise foram
selecionados para caracterizagdo adicional. Os resultados indicaram que uma maior
concentracdo de Alcalase® levou a um aumento no DH%. No entanto, o pré-tratamento com
acido e ultrassom ndo afetou significativamente a hidrélise, nas condi¢des estudadas. Ambos
os hidrolisados selecionados para caracterizagdo adicional foram obtidos sob condig¢des
idénticas de pré-tratamento (4acido acético 0,5 mol/L e ultrassom por 30 min), mas com
diferentes propor¢des massicas enzima/substrato (1% e 5% de Alcalase®, respectivamente). O
hidrolisado com baixo DH% apresentou maior turbidez, menor potencial zeta (ZP) e menor
pH. O hidrolisado com alto DH% apresentou maior atividade formadora de emulsdo,
estabilidade da espuma e maior solubilidade em pH 7. Independentemente do DH%, a
solubilidade maxima foi observada em pH 10. Além disso, os hidrolisados com menor DH%
demonstraram maior capacidade de retencao de dleo, estabilidade da emulsao e solubilidade
em pH 4, tornando-os adequados para aplicacdes que requerem maior retengdo de gordura e
estabilidade da emulsdo. Esses resultados reforgam o papel crucial tanto da concentragao da
enzima quanto da extensdo da hidrolise na obten¢do de hidrolisados com propriedades
especificas, enfatizando a importancia do processo enzimatico no desenvolvimento de

hidrolisados de proteinas e peptideos para aplicagdes com fungdes especificas.

Palavras-chave: Residuos de aves; Hidrdlise enzimatica; Pré-tratamento por ultrassom;

Colageno hidrolisado; Funcionalidade.
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1 Introducao

O colageno ¢ uma proteina estrutural com composi¢do Unica de aminoacidos,
caracteristicas distintas e valiosas propriedades fisico-quimicas. Existe uma crescente demanda
por colageno com atributos especificos para uso em diversas areas, como alimentos, produtos
farmacéuticos, produtos médicos e cosméticos (Hou et al., 2023; Jayaprakash et al., 2024).

Ha uma abundancia de biomassa rica em colageno subutilizada com potencial para
aplicagoes de alto valor agregado, inclusive como um biopolimero degradavel (Campos et al.,
2023; Hou et al., 2023). Notavelmente, subprodutos do processamento de carne e peixe servem
como fontes ricas em coldgeno, oferecendo um potencial consideravel para utilizagdo
sustentavel (Hou et al., 2023; Qi et al., 2024). Além disso, o colageno derivado de subprodutos
de frango apresenta maior estabilidade térmica do que o obtido de fontes marinhas e esta livre
de restricdes religiosas (Jayaprakash et al., 2024).

O revestimento interno da moela de frango ¢ uma pelicula que a cobre e tem a funcdo
de reduzir os efeitos nocivos de materiais cidos provenientes do proventriculo (Bell, D. J., &
Freeman, 1971). Pouco se estudou sobre esse subproduto, mas sabe-se que ele possui alto teor
de proteina (42,30 g/100 g) e baixo teor de lipidios (0,74 g/100 g), além de amino4cidos umami
(Ni et al., 2018). Atualmente, ele ¢ destinado a industria de processamento de residuos animais
e utilizado na preparagdo de racao animal. No entanto, pode ser uma excelente alternativa para
a obtencao de compostos com alto valor biologico, como o colageno.

A producao tradicional de colageno envolve a separagdo e o processamento de diversos
tecidos animais. Os métodos de extragcdo normalmente requerem ajustes de pH, energia térmica
ou hidrolise em condi¢des alcalinas, acidas ou enzimaticas (C. Cao et al., 2021; Jayaprakash et
al., 2024; Kristoffersen et al., 2022; Oechsle et al., 2016). A maioria dos produtos de colageno,
como a gelatina, sdo derivados principalmente de fontes bovinas e suinas. Isolar colageno de
animais menores, como aves € peixes, costuma ser um desafio e exige muita mao de obra
(Kristoffersen et al., 2023).

Embora os métodos enzimaticos continuem sendo amplamente utilizados para a
extracdo de coldgeno, o avancgo das tecnologias para processar fontes de colageno subutilizadas
¢ necessario (Abedinia et al., 2020). A combinagao de diferentes tecnologias surgiu como uma
estratégia viavel para melhorar os processos de extracdo. Proteases especificas e parametros de
processamento otimizados podem ser usados para separar componentes em materiais de aves
ricos em colageno. Isso facilita a solubilizag@o e hidrolise seletivas de proteinas musculares e

colageno em varios estagios de processamento (Pap et al., 2022).
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A obtencdao de hidrolisados proteicos por processo enzimdtico ¢ uma ferramenta
altamente eficaz para aumentar as bioatividades e propriedades funcionais (Habinshuti et al.,
2023). A alta especificidade, as condi¢cdes brandas e a auséncia de residuos de solventes
organicos e produtos quimicos tdxicos posicionaram a hidrdlise enzimatica como o método
preferido para a obtencdo de peptideos (Indriani et al., 2022). No entanto, as proteases
apresentam limitagdes, como custos elevados e tempos de agao especificos (Kaewbangkerd et
al., 2023; Lu et al., 2023), tornando as tecnologias combinadas particularmente promissoras.

O ultrassom, uma tecnologia nao térmica e ndo invasiva, estd ganhando destaque na
industria alimenticia devido aos seus atributos ndo téxicos e ecologicamente corretos
(Kaewbangkerd et al., 2023). Quando usado isoladamente ou em combina¢do com outros
métodos, o ultrassom pode auxiliar na extracdo de peptideos, aumentando a acessibilidade do
substrato para a a¢do enzimatica, melhorando potencialmente as qualidades funcionais dos
peptideos derivados de colageno (L. Cao et al., 2023).

Akram e Zhang (2020) investigaram a aplicagdo do ultrassom durante o
processamento enzimatico da cartilagem esternal de frango. O ultrassom aumentou a
capacidade de retencdo de agua, a capacidade de retengcdo de oleo e as propriedades
emulsificantes e espumantes do produto hidrolisado. Esses pesquisadores também relataram
um maior rendimento de proteina apds 36 minutos de tratamento com ultrassom ¢ melhorias
nas propriedades reologicas e funcionais do hidrolisado, com os melhores resultados obtidos
apos 24 minutos de exposi¢ao ao ultrassom (Akram & Zhang, 2020a).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes varidveis de
processo na producgdo de peptideos de colageno a partir do revestimento interno da moela de
frango e caracterizar suas propriedades tecnologicas, visto que nenhum estudo até o momento
utilizou essa fonte especifica para a liberacdo de peptideos em um processo enzimatico

assistido por ultrassom.
2 Material e Métodos
2.1 Material
O revestimento da moela foi obtido de um abatedouro inspecionado pelo governo
federal (Frangos Morgana Ltda., Palhoga, SC, Brasil) com selo brasileiro (SIF, Ministério da

Agricultura e Pecuaria) e transportado para o laboratério em um recipiente refrigerado com

gelo. No laboratorio, as moelas foram separadas, limpas do excesso de gordura e congeladas.
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ApOs o congelamento, as amostras foram trituradas em um liquidificador (Mondial Power-L-
550, 2 velocidades + Pulsar 550W), seladas a vacuo e armazenadas congeladas até a analise. A
Alcalase® 2.5L da Novozymes foi doada pela LNF Latino Americana (Bento Gongalves, RS,
Brasil).

2.2 Composicao fisico-quimica

O teor de umidade (Método Oficial da AOAC 950.46.41); cinzas (Método 39.1.09);
proteinas pelo método de Kjeldahl (Método 928.08); hidroxiprolina (Método n.° 990.26) foram
determinados de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000). Os
lipidios foram quantificados utilizando o método de Folch, Lees e Sloane Stanley (1957)Os

resultados foram expressos em g.100 g (base seca).

2.3 Tratamento das amostras

As proteinas ndo coldgenas foram removidas de acordo com Karnjanapratum et al.
(2017). O revestimento interno da moela foi imerso em uma solucdo de NaOH 0,3 M na
proporcao de 1:10 (p/v) pele/solugdo para remover as proteinas ndo coldgenas. A mistura foi
agitada a temperatura ambiente (28-30 °C) por 6 h utilizando um agitador mecanico (IKA®
RW 20 D S032 -Werke GmbH & Co. 111 KG, Staufen, Alemanha) a 300 rpm. A solugao
alcalina foi trocada na 2% e na 4 hora, apds o que o revestimento interno tratado foi lavado com
agua corrente até que a 4gua de lavagem atingisse um pH neutro ou ligeiramente basico (7,0-
7,5).

Apo6s a remocao das proteinas ndo coldgenas, o revestimento interno da moela foi
tratado com acido acético (Tabela 1), de acordo com Indriani et al. (2022). O revestimento foi
imerso em 4cido acético na propor¢do de 1:10 (p/v) amostra:solugdo e agitado a 200 rpm
(IKA® RW 20 D S032 - Werke GmbH & Co. 111 KG, Staufen, Alemanha) a temperatura
ambiente (28 a 30 °C) durante 4 horas. O substrato resultante foi enxaguado com agua fria até

atingir um pH neutro a ligeiramente 4cido (6,5-7,0) na 4gua de lavagem.

2.4 Delineamento experimental para hidrolise enzimatica de colageno assistida por

ultrassom
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Um delineamento experimental foi adotado para avaliar a hidrolise do colageno a partir
da matéria-prima utilizando enzimas e ultrassom. Os efeitos de trés varidveis do processo —
concentragdo de acido acético, mol/L (A), tempo de pré-tratamento com ultrassom, minutos
(U), e razdo enzima/substrato, %, m/m em relacdo a massa do substrato (E) — sobre o grau de
hidrolise proteica (DH%) foram investigados utilizando um delineamento fatorial completo (23
+ 3 réplicas no ponto central, totalizando 11 ensaios). As variaveis independentes foram
escolhidas com base na literatura (Araujo et al., 2018; Bezerra et al., 2020; dos Santos Aguilar

et al., 2020; Indriani et al., 2022; Magalhaes et al., 2022) (Tabela 1).

Tabela 1. Grau de hidrolise proteica (DH%) sob diferentes condi¢des experimentais da
hidrolise assistida por ultrassom do revestimento interno da moela de frango utilizando
Alcalase® em um planejamento experimental fatorial completo com trés fatores (valores
codificados e reais) e trés repeticdes no ponto central.

Experimento Acido citrico, Ultrassom, U Relagao DH (%)
A (mol/L) (min) enzima/Subs

trato, E

(%, g/2)
1 -1(0.5) -1 (10) -1 (1.0) 13.39
2 +1 (1.0) -1 (10) -1 (1.0) 14.34
3 -1 (0.5) +1 (30) -1 (1.0) 11.36
4 +1 (1.0) +1 (30) -1 (1.0) 12.18
5 -1(0.5) -1 (10) +1 (5.0) 18.52
6 +1 (1.0) -1 (10) +1 (5.0) 19.67
7 -1 (0.5) +1 (30) +1 (5.0) 21.19
8 +1 (1.0) +1 (30) +1 (5.0) 16.37
9 0(0.75) 0 (20) 0(3.0) 16.62
10 0(0.75) 0(20) 0(3.0) 15.04
11 0(0.75) 0 (20) 0(3.0) 17.80

Os trechos em negrito indicam hidrolisados selecionados para caracterizacao adicional.
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2.5 Pré-tratamento com ultrassom

O pré-tratamento com ultrassom foi realizado seguindo o método de Indriani et al.
(2022), com modificagdes. O tempo de exposi¢ao (10 a 30 min) foi determinado com base em
avaliagdes prévias relatadas por esses autores. O substrato foi diluido em agua destilada na
propor¢do de 1:2 (m/v) e tratado em um lavador ultrassonico (Q 5.9/37 A, ECO-SONICS,
Indaiatuba — SP, Brasil) com intensidade de 153 W/cm?, frequéncia de 20 kHz e temperatura

de 40 °C (%1 °C) pelo tempo de reagao especificado na Tabela 1.
2.6 Hidrodlise enzimatica

A hidrélise da amostra sonicada foi realizada em um reator encamisado com Alcalase®
2,5 L (Tabela 1) a 60 °C, pH 8,00 (ajustado com uma solugdao de NaOH 0,5 mol/L) e agitacdao
a 300 rpm (T 18 digital ULTRA-TURRAX® - IKA, Alemanha) por 240 min. Os valores de
temperatura e pH foram selecionados para maximizar a atividade da Alcalase®, de acordo com
as instrugdes do fabricante e Bezerra et al. (2020).

A hidrolise foi interrompida por aquecimento a 90 °C por 15 min. A mistura resultante
foi entdo centrifugada (Eppendorf — MODELO 5804 R) a 12.000 g por 30 min. O sobrenadante

foi filtrado, liofilizado e armazenado a -18 °C até a analise.

2.7 Grau de hidrolise

O grau de hidrolise pela Alcalase® foi determinado através do consumo de base,

calculado utilizando a equagao de Adler-Nissen (1986) (Equagao 1).

DH%) = B- Nb - (3)-(==) (=) 100 (Eq. D),
onde DH (%) = grau de hidrélise da proteina; B = volume de NaOH (0,5 mol/L) consumido,
em mL; Nb = normalidade do NaOH (0,5 mol/L); 1/a = grau médio de dissocia¢dao do grupo
a-NH2; MP = massa da proteina (g); htot = nimero total de ligagcdes peptidicas no substrato

proteico (7,6 para carne).
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2.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os hidrolisados foram caracterizados por espectroscopia FTIR com reflectancia total
atenuada (Tensor 27, Bruker, EUA) equipada com uma célula de cristal de placa horizontal
ATR (ZnSe a 45°; 80 mm de comprimento, 10 mm de largura e 4 mm de espessura) (PIKE
Technology Inc., Madison, WI, EUA). Os espectros na faixa de 4000400 cm™ (regido do
infravermelho médio) com ganho de sinal automatico foram coletados em 32 varreduras com
resolucao de 4 cm™' e comparados com um espectro de fundo registrado em um ambiente de

célula limpa e vazia a 25 °C.

2.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEYV)

As amostras liofilizadas foram fixadas em suportes de aluminio com fita adesiva de
carbono dupla face, revestidas com uma camada condutora de ouro-paladio e, em seguida, as
imagens foram geradas. As caracteristicas morfoldgicas das amostras de colageno foram
observadas em ampliacdes que variaram de 30x (hidrolisados) a 500x (matéria-prima)
utilizando um microscopio eletronico de varredura (MEV, JEOL JSM-6390LV) com tensdo de
aceleracdo de 8 a 10 kV no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica — LCME (UFSC).

2.10 Electroforese (SDS-PAGE)

As fragoes proteicas e os perfis peptidicos foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) para separar bandas com peso molecular variando de
260 kDa a 10 kDa (Laemmli, 1970) e por SDS-PAGE-Tricina (Schigger & von Jagow, 1987).
As amostras foram diluidas em tampao redutor (0,5 mol/L Tris-HCIL, pH 6,8, 20% SDS, 20%
glicerol, 5% P-mercaptoetanol e 0,1% Azul de Coomassie G250) e homogeneizadas em um
agitador vortex. As amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos e centrifugadas a 5.000
rpm por 2 minutos (Loccus, Sdo Paulo, Brasil). O gel de separacdo para amostras de maior
massa molecular foi preparado com 7,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 3,0 M (pH
8,8) e 10% de SDS. Para os hidrolisados, utilizou-se um gel de acrilamida/bis-acrilamida a
12,5% como gel de separacao, enquanto o gel de concentragdo foi preparado como uma malha
de acrilamida/bis-acrilamida a 3,5%. A eletroforese foi realizada sob condigdes especificas:

corrente de 25 mA, voltagem de 80 V e poténcia de 15 W durante os 20 minutos iniciais,
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seguida de corrente de 30 mA, voltagem de 120 V e poténcia de 15 W até a conclusdo. Apos a
eletroforese, o gel foi cuidadosamente removido da placa e corado com azul brilhante de
Coomassie R250 por 16 horas. O excesso de corante foi removido utilizando uma solucao de

descoloragdo composta por metanol, dcido acético e agua na proporg¢do de 1:3,5:8 (v/v/v).

2.11 Analise das propriedades funcionais

A turbidez dos hidrolisados (0,5 g de amostra hidrolisada diluida em 5 mL de dgua
destilada) foi medida a 600 nm usando um espectrofotometro UV-Visivel (Quimis, Q798U,
Sao Paulo, Brasil) de acordo com Fuentes et al. (2024).

O pH do hidrolisado dissolvido (0,5 g em agua destilada) foi medido a temperatura
ambiente (25 °C) usando um pHmetro EDGE (HI2020 — 02).

As amostras de colageno hidrolisado foram dissolvidas em 4gua até uma concentragdo
final de 10 mg/mL e agitadas em vortex por 3 minutos. O potencial zeta dessas amostras foi
determinado usando um analisador de potencial zeta (Zetasizer Nano ZsMalvern).

A solubilidade dos hidrolisados foi avaliada em varios niveis de pH seguindo a
metodologia descrita por Fuentes et al. (2024). Resumidamente, 0,5 g de hidrolisado foram
dispersos em 5 ml de 4gua deionizada. Apds o ajuste do pH da solugdo para 4, 7 e 10 utilizando
HCI1 6 mol/L ou NaOH 6 mol/L, a mistura foi agitada a temperatura ambiente por 30 minutos
e centrifugada a 7.500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e seu teor proteico foi
quantificado pelo método de Kjeldahl. A solubilidade da proteina foi calculada utilizando a

seguinte equagdo e expressa em porcentagem (%, em peso) (Equacdo 2).

Conteudo proteico na amostra

Solubility (%) = X100 (Eq.2),

Conteudo total na amostra

A capacidade de retencdo de 6leo (CRO) foi determinada de acordo com o método de
Fernandez-Lopez et al. (2009) e Fuentes et al. (2024) com adaptagdes. Uma amostra de 0,5 g
foi misturada com 15 mL de 6leo de girassol, homogeneizada em voértex por 1 minuto,
armazenada a temperatura ambiente por 24 horas e centrifugada a 3.000 x g por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o residuo foi pesado. A CRO foi calculada como gramas de 6leo
retido por grama de amostra.

A capacidade emulsificante dos hidrolisados foi avaliada por dois parametros: o indice

de atividade emulsificante (IAE) e o indice de estabilidade da emulsdo (IEE), seguindo a
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metodologia de Noman et al. (2018), modificada por Fuentes et al. (2024). Aproximadamente
0,2 g da amostra foi misturada com 45 mL de agua deionizada e 15 mL de 6leo de girassol. A
mistura foi homogeneizada utilizando um Ultra-Turrax (T18 digital ULTRA-TURRAX® -
IKA, Alemanha) na velocidade maxima (20.000 rpm) por 1 minuto. Em seguida, 50 puL da
camada inferior da emulsdo foram coletados e misturados com 2 mL de solug¢ao de SDS a 1%.
A absorbancia das misturas foi medida imediatamente a 500 nm (A0) e apos 10 minutos (A10)
utilizando um espectrofotdometro UV-Visivel (Quimis, Q798U, Sao Paulo, Brasil). O EAI

(m?/g) e o ESI (min) foram calculados usando as Equag¢des 3 e 4, respectivamente:

EAl = 2x2.303xA0 (Eq 3)

0.25 x massa proteica

_ A10
ESI = A0x ——— (Eq. 4)

A estabilidade da espuma (FS) foi medida seguindo Fuentes et al. (2024) e Noman et
al. (2018). Aproximadamente 0,5 g de hidrolisado foi misturado com 30 mL de 4gua deionizada
(V0) em um cilindro volumétrico de 100 mL. A mistura foi homogeneizada utilizando um
Ultra-Turrax (T18 digital ULTRA-TURRAX® - IKA, Alemanha) na velocidade maxima
(20.000 rpm) durante 1 minuto. O volume da espuma foi registrado imediatamente (VO0) e 30

minutos apos a formacao da espuma (V2). O FS foi calculado de acordo com a Equacao 5.

FS (%) = Y272 x100 (Eq. 5)

2.12 Analise de dados

Os dados foram analisados utilizando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk (a =
0,05), seguido por ANOVA e teste de Tukey ou teste t de Student (p < 0,05) no software R
(2023.06.2). Graficos de superficie e de contorno do modelo linear para hidrolise enzimatica
foram gerados usando o software R e o software STATISTICA (versdo 10, StatSoft Inc., Tulsa,
OK, EUA). Analise de Componentes Principais (PCA) e coeficientes de correlagao de Pearson
também foram utilizados. Realizou-se um estudo para descrever as relagdes entre todos os
parametros tecnologicos dos hidrolisados derivados do revestimento interno da moela de

frango, utilizando o software R.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacio fisico-quimica parcial do revestimento interno da moela de frango

A andlise fisico-quimica do revestimento interno da moela de frango revelou um teor
de umidade de 47,47 g/100 g. O teor de proteina foi notavelmente alto (98,32 + 0,84 g/100 g,
base seca), enquanto os teores de gordura (2,91 + 0,17 g/100 g) e cinzas (0,72 g/100 g) foram
relativamente baixos. Além disso, o teor de colageno medido foi de 18,07 = 0,60 g/100 g.

A caracteristica mais notavel do revestimento interno da moela de frango ¢ o seu alto
teor de proteina, tornando este subproduto do abate de aves uma fonte alternativa promissora e
de baixo custo de coldgeno. Nossos resultados foram consideravelmente superiores aos
42,30 g/100 g (base umida) relatados por (Ni et al., 2018) para o revestimento interno de moelas
de frango, que continha 0,74 g/100 g de gordura e 0,34 g/100 g de cinzas.

Comparado a outros materiais derivados de aves, o teor proteico do revestimento da
moela supera o encontrado na carne de frango (83,45 £ 1,50 g/100 g (Lima et al., 2022), bem
como em subprodutos como pés de frango (21,30 g/100 g) (Dhakal et al., 2018) e ossos de
frango (26,27 g/100 g) (Correia De Souza Cunha et al., 2023). Isso sugere que o revestimento
da moela pode servir como uma fonte proteica superior. Sua estrutura, composta por uma
superficie luminal interna rugosa e uma superficie lisa aderida ao musculo da moela (Ni et al.,
2018), contribui para seu substancial teor de colageno (18,07 + 0,60 g/100 g).

Diante dessas descobertas, o revestimento interno da moela representa um substrato
adequado para a produgdo de colageno hidrolisado. Seu alto teor de proteina e colageno O teor
de proteina, aliado a baixa concentracdo de lipidios, faz dela um subproduto avicola
subutilizado, porém valioso. Atualmente descartada em abatedouros de aves ou utilizada na
alimentagdo animal, suas aplicagdes potenciais na industria alimenticia permanecem em grande

parte inexploradas.

3.2 Avaliacido dos parametros do processo no grau de hidrdlise proteica (DH%) durante

a hidrdlise assistida por ultrassom utilizando Alcalase®

A Tabela 1 apresenta os valores de DH% obtidos sob diferentes condi¢des
experimentais. Os valores de DH% variaram de 11,36 a 21,19% (Tabela 1). O maior DH%

(21,19%) foi alcangado utilizando uma baixa concentragdao de acido acético (0,5 mol/L), 30
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minutos de tratamento ultrassonico e uma alta concentragdo de Alcalase® (5%). Notavelmente,
a relacdo enzima/substrato foi o fator mais significativo que influenciou o DH% (Figura 1). Por
outro lado, o menor DH% (11,36%) foi observado nas reagdes utilizando a menor concentragao
de Alcalase® (1%), provavelmente devido a insuficiéncia de sitios cataliticos. para impulsionar
a hidrélise de forma eficaz (Noman et al., 2018). Diferentes estudos relatam valores de DH%
variaveis para proteinas de frango hidrolisadas enzimaticamente. Por exemplo, Bezerra et al.
(2020) obtiveram valores de DH% de 19% e 7% ao hidrolisar crista e barbela de frango com
Alcalase® usada. Enquanto isso, Tan et al. (2019) relataram que proteases de origem vegetal
(papaina, ficina, bromelaina) atingiram valores de DH% mais altos do que proteases
bacterianas (Alcase®, Protamex™, Novo-Pro D e termolisina). O processo de hidrolise
enzimatica expde grupos hidrofobicos previamente ocultos, reduz o peso molecular e aumenta
o numero de grupos ionizaveis (grupos peptidicos), aprimorando a funcionalidade do

hidrolisado (Di Filippo et al., 2024).
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Figura 1. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados das diferentes varidveis testadas no grau
de hidrdlise proteica (DH%) na hidrolise assistida por ultrassom do revestimento interno da
moela de frango usando Alcalase®, com um nivel de confianca de 95%.
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A proporc¢do enzima-substrato foi um fator chave que influenciou o grau de hidrolise
da proteina (DH%). Notavelmente, em experimentos com enzimas de menor e maior
concentragdo, observou-se um aumento na concentragdo de enzimas. As concentragdes, as
condig¢des de pré-tratamento - concentracao de acido acético (0,5 mol/mL) e duracao do banho
ultrassonico (30 min) - permaneceram consistentes.

Em algumas reacdes, valores de DH% semelhantes foram observados sob concentragao
enzimatica idéntica, refor¢ando a proporcionalidade direta entre a concentragdo da enzima e o
DH%. Essa descoberta estd de acordo com (Teshnizi et al., 2020), que relataram que a
manuten¢cdo de parametros enzimaticos ideais ¢ essencial para preservar a alta atividade
catalitica.

Os resultados da ANOVA para os graficos de superficie e contorno do modelo linear
sao apresentados na Tabela 2. O modelo exibiu um alto coeficiente de determinagdo (R? =

0,9082), demonstrando forte capacidade preditiva dentro da faixa experimental testada. A
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proporcdo enzima/substrato influenciou significativamente o DH% (valor p de 0,0043),

enquanto a concentragao de acido acético e o tempo de ultrassom tiveram efeitos minimos.

Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA) para o planejamento experimental fatorial completo
da hidrdlise assistida por ultrassom do revestimento interno da moela de frango usando
Alcalase® com nivel de confianca de 95%.

Fator SQ Df Média F-valor'  p-valor
1. Acido acético (mol/L)  0.4513 1 0.4513 0.2026 0.6759
2. Ultrassom(min) 2.9041 1 2.9041 1.3040 0.3172
3. Enzima (%)* 74.9088 1 74.9088  33.6354 0.0043
1 by 2 4.6513 1 4.6513 2.0885 0.2219
1 by 3 3.6992 1 3.6992 1.6610 0.2669
2by3 1.5842 1 1.5842 0.7113 0.4464
Erro 8.9083 4 2.2271

Total SS 97.1071

R? 0.9082

Df: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados. ' Teste para comparar a varidncia do modelo com a variancia

residual (erro). % Enzima: m/m em relagdo ao substrato.

Essas descobertas também foram confirmadas pelo grafico de Pareto (Figura 1). Os
graficos de superficie e contorno do modelo linear (Figura 2) corroboram ainda mais isso,

mostrando uma correlagao direta entre a concentragao de Alcalase® e DH%.



87

Figura 2. Avaliacao dos parametros do processo na producao de hidrélise assistida por
ultrassom do revestimento interno da moela de frango utilizando Alcalase®: (a) DH% vs.
Alcalase® (%) e acido acético (mol/L); (b) Grafico de contorno para DH vs. Alcalase® (%) e
acido acético (mol/L); (c) DH% vs. Alcalase® (%) e tempo de ultrassom (min); (d) Grafico
de contorno para DH% vs. Alcalase® (%) e tempo de ultrassom (min).
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A Alcalase®, uma endoproteinase serina, possui ampla especificidade e degrada
eficazmente a estrutura de tripla hélice do coldgeno em um curto periodo de reagdo, clivando
as ligagdes peptidicas dos aminoéacidos nao terminais (Sun et al., 2022). Nossos resultados
indicam que o aumento da concentra¢do de Alcalase® intensifica a hidrélise do revestimento
interno da moela, provavelmente devido a maior clivagem das ligagdess quimicas (Fuentes et
al., 2024; Lalthanmawii et al., 2024)

Essas descobertas estdo alinhadas com estudos anteriores que demonstram que a
escolha da enzima e sua concentracdo em relacdo ao substrato sdo fatores criticos que
influenciam o processo de hidrolise de proteinas. Cada enzima tem um modo de a¢do especifico
e a Alcalase® ¢ particularmente adequada para produzir hidrolisados de proteinas com altos
graus de hidrolise e recuperagao (Teshnizi et al., 2020). Sua especificidade ¢ especialmente

pronunciada na clivagem de ligagdes peptidicas a direita de aminodcidos como Glu, Met, Leu,
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Tyr e Lys, com uma forte preferéncia por residuos de Glu (Sun et al., 2022; Tacias-Pascacio et
al., 2020). Além disso, sabe-se que a Alcalase® hidrolisa ligacdes peptidicas que contém
residuos hidrofobicos no lado carboxilico da cadeia proteica (Adler-Nissen, 1986).

Os hidrolisados proteicos obtidos por meio de processos enzimaticos tém diversas
aplicacdes, em grande parte determinadas pelo seu grau de hidrolise, tamanho do peptideo e
composi¢do de aminodcidos. Os hidrolisados com maior DH% geralmente exibem
propriedades funcionais e bioativas superiores em comparagao com seus equivalentes de menor
DH% e com as moléculas de proteina originais. Essas propriedades aprimoradas incluem
atividades antioxidantes, anti-hipertensivas, antidiabéticas e antimicrobianas, bem como
funcionalidades tecnologicas aprimoradas, como emulsificagdo, formacdo de espuma e
retengdo de agua e oleo (Fuentes et al., 2024; Santos et al., 2024). Além disso, os hidrolisados
proteicos com alto grau de hidrolise sdo amplamente utilizados como suplementos nutricionais

devido ao aumento da digestibilidade e biodisponibilidade (de Queiroz et al., 2017).

3.3 SDS-PAGE do revestimento interno da moela e hidrolisados

O perfil eletroforético do revestimento interno da moela e seus hidrolisados ¢ mostrado
na Figura 3. As amostras ndo tratadas (R1, R2 e R3) exibiram bandas >140 kDa, com R3
(tratada com NaOH e 4cido acético 0,5 mol/L) também apresentando bandas em torno de 100

kDa, indicando que a hidrdlise ja havia comegado durante o pré-tratamento.
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Figura 3. Perfil de eletroforese do revestimento interno da moela de frango e seus
hidrolisados proteicos. M: marcador; R1: revestimento interno da moela; R2: revestimento
interno da moela tratado com NaOH; R3: revestimento interno da moela tratado com NaOH ¢
acido acético 0,5 mol/L; <DH: menor grau de hidrélise (11,36%); >DH: maior grau de
hidrolise (21,19%).

kDa M RI R2 R3 kDa M <DH >DH

~260
~140
~100

~40

~35
~25

~15

~10

Os hidrolisados mostraram bandas intensas em aproximadamente 15 kDa (menor
DH%) e abaixo de 10 kDa (maior DH%). Uma maior abundéancia de peptideos de baixo peso
molecular foi observada no hidrolisado com o maior DH%, embora as bandas abaixo de 10
kDa parecessem difusas. Por outro lado, o hidrolisado com menor DH% exibiu bandas difusas
na faixa de peso molecular intermediario (<15 kDa), indicando hidrélise menos extensa.
Resultados semelhantes foram relatados por Bezerra et al. (2020) para hidrolisados de crista e
papada de frango tratados com Alcalase®. Rea¢des enzimaticas com alto grau de hidrolise
geralmente produzem peptideos de menor peso molecular, que frequentemente apresentam
importantes propriedades bioativas relevantes para a industria alimenticia. Esses hidrolisados
também exibem caracteristicas tecnologicas desejaveis, como alta solubilidade. Por outro lado,
peptideos com maior peso molecular tendem a possuir propriedades funcionais favoraveis,

incluindo maior capacidade emulsificante (Vasquez et al., 2022). A estabilidade da espuma ¢
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outra propriedade associada a peptideos de maior peso molecular, uma vez que hidrolisados
com menor %DH apresentam capacidade limitada de rearranjar sua estrutura na interface ar-
agua (Fuentes et al., 2024; Zamorano-Apodaca et al., 2020). A capacidade de reten¢ao de 6leo
(CRO) ¢ outro parametro que pode melhorar em hidrolisados proteicos com maior %DH,
dependendo do equilibrio entre o tamanho e a hidrofobicidade do peptideo.

Os peptideos de colageno produzidos durante a hidrolise tipicamente apresentam
pesos moleculares muito menores (3—6 kDa) do que seus precursores proteicos nativos (285—
300 kDa). A hidrélise enzimatica altera o tamanho dos peptideos e impacta significativamente
suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas (Al Hajj et al., 2024). Teshnizi et al. (2020)
utilizaram Alcalase® em condic¢des otimizadas (relagdo massa enzima/substrato de 3,5%, pH
7,5 e 60 °C), obtendo um grau de hidrélise (DH%) de 12,78% para proteinas e peptideos da

pele de frango com pesos moleculares abaixo de 14,5 kDa , similar aos resultados encontrados.
3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As microestruturas das amostras revelaram que ocorreram mudangas estruturais
notaveis apos os pré-tratamentos. O revestimento nao tratado (Figura 4A) apresentou uma
superficie altamente irregular, heterogénea, complexa e ndo modificada, refletindo sua
composi¢ao inalterada. Apds o tratamento com NaOH (Figura 4B), observou-se uma superficie
mais lisa e homogénea, provavelmente devido a remocao de proteinas ndo coladgenas. As
amostras tratadas com acido (Figura 4C) apresentaram uma superficie mais rugosa e porosa,
com canais e cavidades visiveis, que podem ter resultado da degradagdo ou dissolucdo seletiva

de certos componentes e da exposicao de estruturas internas, facilitando a hidrélise enzimatica.

Figura 4. Imagens de microscopia eletronica de varredura do coldgeno do revestimento
interno da moela de frango antes (A) e apos pré-tratamentos com NaOH (B) e com NaOH e
acido acético 0,5 mol/L (C).
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A hidrolise enzimatica alterou ainda mais a microestrutura do revestimento interno da
moela de frango (Figura 5). Comparado as amostras antes da hidrolise enzimatica (Figuras 5A-
(), os hidrolisados tratados com Alcalase® exibiram desintegragdo emparticulas menores,
criando uma textura dspera em algumas areas. Essas alteragdes provavelmente ocorreram
devido a clivagem enzimatica e a cavita¢do induzida por ultrassom (Ata et al., 2022). A rede
porosa interconectada caracteristica das moléculas de coldgeno nativas estava ausente nos

hidrolisados.

Figura 5. Imagens de microscopia eletronica de varredura do coldgeno hidrolisado do
revestimento interno da moela de frango usando Alcalase®: A-C: hidrolisados da execucdo 3
(ver Tabela 2), com menor grau de hidrolise (DH, 11,36%); D-F: hidrolisados enzimaticos da
execugdo 7 (DH, 21,19%).
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Uma comparagdo das Figuras 5 A—C (DH menor, 11,36%) e das Figuras 5 D-F (DH
maior, 21,19%) revela diferengas microestruturais distintas. Os hidrolisados com DH% menor
(Figuras 5A-C) apresentaram particulas maiores, enquanto particulas menores predominam nos
hidrolisados com maior protedlise (Figuras 5G-I). Em amplia¢des maiores (x300) (Figuras 5C
e F), as deformidades na estrutura sdo mais evidentes em amostras com maior grau de hidroélise,
devido a proteolise mais intensa e a maior uniformidade dos peptideos liberados. Esses achados
estdo de acordo com Lalthanmawii et al. (2024), que relataram alteragdes microestruturais
semelhantes em colageno de pele de frango hidrolisado tratado com ultrassom.

Em menor ampliacdo (30x), o hidrolisado com o menor DH% (Figuras 5A-C)
apresentou uma superficie irregular com estruturas dispersas, fragmentadas e heterogéneas de

tamanhos variados, indicando hidrdlise parcial. Em amplia¢do de 150x, bordas irregulares mais
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detalhadas, cavidades e uma textura fibrosa desorganizada tornaram-se evidentes. Em
ampliacao de 300x, observou-se uma estrutura em camadas com bordas finas e claros sinais de
fragmentacao enzimatica.

O hidrolisado com o maior DH% (Figura 5D) apresentou uma distribuicdo mais
uniforme de particulas menores em ampliagao de 30x, quando comparado ao hidrolisado com
o menor DH%. O hidrolisado com o maior DH% também apresentou uma textura mais suave
e fluida em ampliacio de 150x (Figura 5E). Estruturas arredondadas ou parcialmente
dissolvidas indicaram um maior grau de hidrélise. Com ampliagdo de 300x (Figura 5F), as
particulas pareciam menores, com superficies mais lisas e fundidas e bordas arredondadas,
sugerindo proteolise ou solubilizacdo avancada.

No geral, o pré-tratamento (NaOH ou acido) produziu superficies mais homogéneas e
menos rugosas em comparacdo com as amostras nao tratadas. Nos hidrolisados, a agdo
enzimatica levou a estruturas mais fluidas com texturas fibrosas desorganizadas, bordas

arredondadas e fragmenta¢do, indicando um estado avangado de hidroélise.

3.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O colageno ¢ caracterizado por altos niveis de hidroxiprolina (Hyp) e prolina (Pro),
sendo a Hyp encontrada quase exclusivamente nessa classe de proteinas estruturais. Essa
composi¢do Unica de aminoacidos se reflete em bandas de absorcdo distintas nos espectros de
FTIR do colageno. As principais regides de absor¢ao incluem a amida I (~1655 cm-1), a amida
IT (~1560 cm-1) e um conjunto de bandas mais fracas correspondentes a amida III (~1245 cm-
1) (De Campos Vidal & Mello, 2011).

A amida | esta principalmente associada a ligagdo de hidrogénio por meio de
vibragdes de estiramento C=O acopladas a COO, juntamente com contribui¢des do estiramento
CN, deformacdo CCN e modos de flexdo NH no plano. A posi¢do exata da banda da amida I ¢
influenciada pela ligacao de hidrogénio e pela conformagao estrutural geral da proteina. O pico
de absorcao na faixa de 1600—1700 cm-1 para a amida I € indicativo da estrutura espiralada
caracteristica dos hidrolisados (Kristoffersen et al., 2023).

Os espectros FTIR do revestimento interno da moela ndo tratado (R) e dos
hidrolisados com graus de hidrdlise menores (<DH%) e maiores (*DH%) sdo apresentados na
Figura 6, com as posicoes dos picos correspondentes resumidas na Tabela 3. Apesar de

pequenas variacdes, todas as amostras exibiram seus principais picos de absor¢ao nas regides
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da amida, consistentes com resultados anteriores (Bryan et al., 2007), que relataram picos de

amida I na faixa de 1629-1667 cm-1.

Tabela 3. Posi¢des dos picos espectrais de FTIR do revestimento interno da moela de frango
(R) e hidrolisados com graus de hidrélise (DH) mais baixos (11,36%) e mais altos (21,19%)
obtidos por hidrolise assistida por ultrassom com Alcalase®.

Banda

R
Amida | 1651
Amida II 1537
Amida III 1234
Amida A 3327
Amida B 3003

Baixo DH (11,36%)

1651

1557

1248

3321

2990

Pico nimero de onda (cm-1)

Alto DH (21,19%)
1651
1557
1250
3321

2990

Na amostra com menor grau de hidrélise, observou-se um aumento na intensidade

relativa da amida A, acompanhado por um deslocamento de seu pico de absor¢do de 3327 cm-

1 para 3321 cm-1. Essa mudanca na intensidade da amida A ¢ atribuida a liga¢ao de hidrogénio

intramolecular e intermolecular, indicando que o grupo NH do peptideo participa da formagao

de ligacdes de hidrogénio (Zhang et al., 2021). Além disso, observou-se um alargamento da

base de absor¢do nesta regido, o que esta associado as ligacdes N-H caracteristicas das

proteinas (Santos et al., 2024).

Figura 6. Espectros FTIR do revestimento interno da moela de frango (R) e hidrolisados com
graus de hidrolise (DH) menores (11,36%) e maiores (21,19%) obtidos por hidrélise assistida
por ultrassom com Alcalase®.
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Como a matéria-prima e os hidrolisados sdo ricos em colageno, ndo foram
observadas grandes altera¢des estruturais apds a hidrdlise. No entanto, o aumento da
intensidade relativa das amidas A e B nas amostras hidrolisadas (<DH%) sugere modifica¢des
enzimaticas. O pico de absor¢ao deslocou-se de 3327 cm-1 para 3321 cm-1 (amida A) e de
3003 cm-1 para 2990 cm-1 (amida B), indicando altera¢des induzidas pela hidrélise
enzimatica. Notavelmente, ndo houve diferenca significativa na frequéncia entre as amostras
com diferentes graus de hidrélise, sugerindo que essa reagao afeta principalmente a intensidade
e a posic¢ao dos picos de absor¢do, em vez de introduzir grandes rearranjos estruturais.

Entretanto, uma investigagdo adicional sobre a composi¢@o da estrutura secundéria
de presenca de proteinas nesta regido ¢ necessaria. Para estudos futuros, recomenda-se que a
banda amida I do FTIR (1600-1700 cm™) seja analisada utilizando o método de transformacgao
de Fourier e ajuste de curva gaussiana para obter informacdes detalhadas sobre a estrutura
secundaria da proteina. Essa abordagem permitiria uma avaliagdo mais abrangente das

variagdes na composicao da estrutura secundaria em diferentes graus de hidrélise.

3.6 Analise fisico-quimica de hidrolisados enzimaticos do revestimento interno da moela
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A turbidez ¢ um parametro fundamental para avaliar hidrolisados como potenciais
ingredientes alimentares, pois serve como uma medida indireta da formagao de agregados
peptidicos (Fuentes et al., 2024). Como mostrado na Tabela 4, a turbidez foi significativamente
influenciada pelo grau de hidrélise (DH%) e, consequentemente, pela concentragcdo da enzima
utilizada no processo. O hidrolisado com menor grau de hidrélise (11,36%) apresentou valores
de absorbancia mais altos do que o hidrolisado com maior grau de hidrélise (21,19%). Essa
tendéncia ¢ esperada, pois o aumento da hidrdlise leva a fragmentos peptidicos menores,
reduzindo o tamanho das particulas e, consequentemente, a absorbancia (Gao et al., 2019). De
acordo com (Madadlou et al., 2009), o enfraquecimento das estruturas terciarias e quaternarias
das proteinas, juntamente com a diminui¢do das intera¢des proteina-proteina, contribui ainda

mais para a reducdo da turbidez.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas e funcionais' dos hidrolisados obtidos por hidrélise
assistida por ultrassom do revestimento interno da moela de frango Revestimento com
Alcalase® (média e desvio padrdo, n=3).

Parametros <DH% (11.36%) >DH% (21.19%) p-valor
Turbidez 0.154 +£0.02 0.107+0.01 0.0486
ZP (mV) -34.47 £4.52 -23.13+0.60 0.0469
pH 8.51£0.14 9.02 +£0.01 0.0236
Capacidade de 4.21+0.08 3.77+0.33 0.1362
Retencdo de Oleo
(ORC) (goteo/ 8)
indice de Atividade 0.35+0.13 0.42+£0.12 0.4436
Emulsificante (EAI)
(m?/g2)
ESI (mg/g) 0.25+0.25 0.14+0.23 0.2741
FS (%) 479067 + 3.18 53.9859 +£2.06 0.05947
Solubilidade (%)
pH 4 93.10 + 1.33% 82.11 +2.20° 0.000386
pH 7 90.91 + 1.06° 94.02 +1.312 0.01099
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pH 10 99.26 £ 1.15% 96.76 +2.17° 0.3249

1Capacidade de retengdo de 6leo (CRO), indice de atividade emulsificante (IAE), indice de estabilidade
da emulsao (IEE), estabilidade da espuma (EE) do revestimento interno da moela de frango. *Médias na mesma

coluna seguidas por letras sobrescritas diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

O potencial zeta (ZP) ¢ um indicador chave do tamanho do peptideo e da formagao de
agregados. Valores de ZP dentro ou proximos da faixa de instabilidade (+ 30 a - 30 mV)
promovem sedimentacdo ¢ aglomeragdo devido as forgas de van der Waals. Em contraste,
valores de ZP altamente positivos ou negativos geram forcas repulsivas que impedem a
agregacdo de particulas (Gupta & Trivedi, 2018; Honary & Zahir, 2013). Como medida do
equilibrio eletroquimico entre as moléculas e seu meio dispersante, o ZP serve como um
preditor crucial da estabilidade da dispersdo e da emulsao (Lunardi et al., 2021). Nesse
contexto, o aumento da turbidez e os baixos valores de ZP tém sido associados a formagao de
agregados proteicos, resultantes da atracao entre as particulas causada pelas forcas de van der
Waals (Fuentes et al., 2024).

Neste estudo, todos os hidrolisados apresentaram carga liquida negativa (Tabela 4).
Diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas entre as amostras, com o hidrolisado com
menor DH% apresentando um valor de ZP mais negativo (-34,47 mV). Em contraste, o
hidrolisado com maior DH% apresentou um ZP menos negativo (-23,13 mV).

O pH dos hidrolisados também foi influenciado pelo grau de hidrélise (Tabela 4). Os
hidrolisados com menor DH% apresentaram valores de pH mais baixos do que aqueles com
maior DH%. Como o pH ¢ um fator critico que impacta o ZP, ambientes 4acidos resultam em
valores de ZP mais positivos, enquanto ambientes basicos produzem valores de ZP mais
negativos (Fuentes et al., 2024). Conforme mostrado na Tabela 4, o hidrolisado com menor
DH% ¢ mais estdvel do que o hidrolisado com maior DH%, uma vez que seu potencial zeta
tem um valor absoluto maior. Isso significa que as particulas na amostra com <DH% tém uma
menor tendéncia a se agregarem em compara¢ao com aquelas na amostra com >DH%.

Esses resultados indicam que os hidrolisados exibem estabilidade que varia de
moderada (<DH) a alta (>DH), o que ¢ essencial para formula¢des de alimentos e bebidas. A
estabilidade adequada ajuda a prevenir a sedimentagdo e a separacao de fases em emulsdes,
suspensoes e sistemas coloidais. Além disso, o ZP e o pH desempenham um papel crucial no
controle da textura, da sensacdo na boca e da aparéncia visual, garantindo consisténcia e maior

vida util aos produtos alimenticios.
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3.7 Propriedades funcionais dos hidrolisados do revestimento interno da moela de frango

A funcionalidade proteica refere-se a capacidade de peptideos e proteinas se
dissolverem em diferentes niveis de pH, absorverem gordura, formarem espuma estavel e
emulsificarem (Tabela 4). Essas propriedades sdo cruciais para uma ampla gama de aplicagdes
na induastria alimenticia, incluindo sopas, cremes, bebidas, carnes, produtos extrusados,
produtos de panificagdo e confeitaria (Ledn-Lopez et al., 2019).

O ORC mede a quantidade de o6leo absorvida pelo hidrolisado proteico, uma
propriedade fundamental em aplicagdes na industria de carnes e confeitaria para retengdo de
gordura, sabor e aprimoramento da textura (da Silva Aratjo et al., 2021; Tang et al., 2022).
Neste estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre os hidrolisados com
diferentes graus de hidrélise (valor p = 0,1362). No entanto, o ORC ligeiramente inferior em
hidrolisados com maior DH% provavelmente se deve ao seu menor tamanho molecular, o que
reduz a capacidade de absor¢ao de 6leo (Noman et al., 2018). Fuentes et al. (2024) relataram
valores de ORC de 3,17 g de 6leo/g para hidrolisados de peixe.

As propriedades emulsificantes, avaliadas pelo indice de atividade emulsificante (EAI)
e pelo indice de estabilidade emulsificante (ESI), sdo essenciais para estabilizar produtos como
sorvetes, molhos, mousses, patés, margarinas e bebidas (Santos et al., 2024). Essas
propriedades dependem de propriedades tensoativas, impulsionadas por seus aminodcidos
hidrofébicos e hidrofilicos, que sdo a base dessas funcionalidades.

Alavi et al. (2019) e Vésquez et al. (2022) relataram uma relagdo inversa entre o DH%
e as propriedades emulsificantes dos hidrolisados. Véasquez et al. (2022) observaram que os
hidrolisados de proteina de visceras de truta arco-iris com maiores propriedades emulsificantes
apresentavam o menor DH% (5%) e consistiam principalmente de peptideos de alto peso
molecular. Da mesma forma, hidrolisados derivados de proteina de residuos de frango com um
DH% menor podem reter peptideos maiores que melhoram as propriedades emulsificantes. A
otimizacao das condi¢des de reagdo € crucial para maximizar o desempenho emulsificante, uma
vez que esses fatores influenciam significativamente o tamanho e a hidrofobicidade dos
peptideos (Bezerra et al., 2020; Fuentes et al., 2024).

A estabilidade da espuma ¢ fundamental para o desenvolvimento da textura em diversos
produtos alimenticios. Neste estudo, a estabilidade da espuma ultrapassou 45% em todas as
amostras, com um DH% mais alto correlacionando-se com maior estabilidade da espuma. Essa
tendéncia estd de acordo com achados anteriores (Ben Khaled et al., 2014; Rajabzadeh et al.,

2018), visto que o aumento do DH% geralmente melhora as propriedades de formacao de
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espuma. No entanto, alguns estudos indicam que a hidrélise excessiva pode levar a redugao da
estabilidade da espuma devido a formagdo de peptideos menores, que nao possuem a
resisténcia estrutural necessaria para uma formagdo eficaz de espuma (Alavi et al., 2019;
Fuentes et al., 2024). Essa redu¢do na estabilidade da espuma ocorre porque os peptideos
menores tém dificuldade em rearranjar sua estrutura na interface ar-agua (Zamorano-Apodaca
et al., 2020). Em resumo, o grau de hidrolise influencia a estabilidade da espuma dos
hidrolisados de moela de frango (Figura 7). Amostras com baixo DH provavelmente contém
uma propor¢ao maior de proteinas maiores que formam espumas densas e estaveis por meio da
formacdo de filmes robustos na interface ar-agua. Em contraste, amostras com alto DH
consistem principalmente de peptideos menores, levando a redugdo da resisténcia interfacial e
a formagdo de espumas instdveis caracterizadas por bolhas maiores e menos coesas.
Consequentemente, o aumento do DH resulta em diminui¢do da estabilidade da espuma, o que
pode ser atribuido a capacidade limitada de peptideos curtos de manter a integridade estrutural

da matriz da espuma.

Figura 7. Influéncia do %DH na estabilidade da espuma do hidrolisado de moela de frango
com Alcalase®.
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As propriedades de formagdo de espuma dos hidrolisados também sdo influenciadas
por fatores como a hidrofobicidade da superficie das proteinas desnaturadas, a solubilidade da
proteina, o tamanho do peptideo e a distribuicao de carga (de Queiroz et al., 2017).

A solubilidade da proteina ¢ um atributo funcional critico que influencia outras
caracteristicas funcionais e bioativas, definindo as potenciais aplicagdes industriais do

hidrolisado. Como mostrado na Tabela 4, a solubilidade variou significativamente com o pH.
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A maior solubilidade foi observada em pH 10 tanto para <DH% (99,26% =+ 1,15) quanto para
>DH% (96,76% =+ 2,17). A menor solubilidade ocorreu em pH 7 (90,91% =+ 1,06) para <DH%
e em pH 4 (82,11% + 2,20) para >DH%.

O aumento da solubilidade dos hidrolisados em condi¢des alcalinas provavelmente se
deve a presenca de peptideos de baixo peso molecular e a exposi¢do de grupos polares gerados
durante a hidrdlise enzimatica (Magalhaes et al., 2022; Pacheco-Aguilar et al., 2008). A
hidrofobicidade da superficie, que promove a formacao de agregados, e a carga liquida, que
aumenta a medida que o pH se afasta do ponto isoelétrico, afetam ainda mais a solubilidade
dos hidrolisados (Gonzalez-Serrano et al., 2022).

A alta solubilidade em uma ampla faixa de pH torna esses hidrolisados adequados para
diversas aplicacdes alimenticias, particularmente em emulsdes, espumas e géis. A capacidade
de permanecerem soluveis garante uma dispersiao uniforme em sistemas coloidais ¢ melhora as
propriedades interfaciais, aumentando a estabilidade e a textura (Ben Khaled et al., 2014;
Lalthanmawii et al., 2024; Oliveira et al., 2021). O colageno hidrolisado, por exemplo, tem
sido incorporado com sucesso em produtos alimenticios para melhorar a funcionalidade,
incluindo salsichas (como substituto de gordura) (Aragjo et al., 2021), pao (para melhorar a
textura) (Han, 2011), sucos (para enriquecimento proteico) (Bilek & Bayram, 2015) e produtos

lacteos fermentados para aumentar a viscosidade e a estabilidade (Ledn-Lopez et al., 2020).

3.8 Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA (Figura 8) foi realizada para avaliar as rela¢des entre as propriedades tecnologicas
dos hidrolisados. A analise revelou que 79,91% da variancia total foi explicada por dois
componentes principais (CPs). O primeiro componente principal (PC1) representou 63,24% da
variacdo total, enquanto o segundo (PC2) explicou 16,68%. A proximidade dos vetores no
grafico PCA indica fortes correlagdes, conforme confirmado pelo teste de correlagdo de

Pearson com um nivel de confianga de 95%.

Figura 8. Analise de Componentes Principais das propriedades tecnologicas dos hidrolisados!
do revestimento interno da moela de frango.
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pH 4 (S4), Solubilidade em pH 7 (S7), Solubilidade em pH 10 (S10), Potencial Zeta (PZ).

Os atributos capacidade de retencdo de 6leo (ORC), turbidez, solubilidade em pH 10 e
estabilidade da emulsdo foram fortemente associados ao eixo positivo do PCI. Esses
parametros foram positivamente correlacionados e descreveram melhor os hidrolisados com
menor grau de hidrdlise proteica (KDH%). Isso indica que um menor grau de hidrélise proteica
influencia positivamente a turbidez, a capacidade de retencdo de Oleo e a estabilidade da
emulsdo, que sdo propriedades desejaveis para produtos emulsionados com teor reduzido de
gordura (Araujo et al., 2021).

Por outro lado, os parametros potencial zeta (ZP), pH, solubilidade em pH 7, estabilidade
da espuma (FS) e indice de atividade emulsificante (EAI) foram mais fortemente associados
ao PC2, descrevendo melhor os hidrolisados com maior grau de hidrolise (>DH%).

Correlagdes de Pearson significativas (p < 0,05) entre os parametros avaliados sdo

ilustradas na Figura 9. O ORC correlacionou-se positivamente com a turbidez (0,81), a
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solubilidade em pH 4 (0,72) e a solubilidade em pH 10 (0,74). A solubilidade em pH 7
correlacionou-se positivamente com a estabilidade da espuma (0,84), o pH (0,93) e o potencial
zeta (0,77). A estabilidade da espuma (FS) apresentou correlagdo positiva com o potencial zeta
(0,92) e correlagdo negativa com a solubilidade em pH 4 (0,83). A turbidez correlacionou-se

negativamente com o pH (0,96) e a solubilidade em pH 7 (0,93).

Figura 9. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre as propriedades tecnologicas dos
hidrolisados' do revestimento interno da moela de frango.
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Esses resultados indicam que valores mais altos de potencial zeta melhoram a estabilidade
da espuma, enquanto uma maior solubilidade em pH 7 contribui para uma melhor estabilidade
da espuma. Da mesma forma, a turbidez influencia positivamente o ORC. Por outro lado,
valores de ORC mais baixos foram associados a cadeias laterais polares hidrofilicas e a um
DH% mais alto (Noman et al., 2018). Hidrolisados com um DH alto contém uma grande
propor¢ao de pequenos peptideos, o que reduz a capacidade de absor¢ao de o6leo, resultando

em valores de ORC mais baixos (Noman et al., 2018).

4 Conclusoes

A hidrolise enzimatica com Alcalase® oferece um método sustentavel e eficaz para
valorizar o revestimento das moelas de frango — um subproduto do processamento de aves —
por meio de sua biotransformacao em hidrolisados proteicos funcionais com aplicagdes
potenciais na industria alimenticia.

Os resultados deste estudo destacam a relagdo enzima-substrato como um determinante
chave da eficiéncia da hidrélise, bem como as caracteristicas fisico-quimicas e tecnoldgicas
dos hidrolisados resultantes. Os hidrolisados proteicos com diferentes percentagens de
hidrolise (DH%) apresentaram propriedades distintas, tornando-os adequados para diversas
aplicacdes na formulacdo de alimentos. Os hidrolisados com menor grau de hidrolise
demonstraram maior capacidade de reten¢do de 6leo e emulsdes mais estaveis, tornando-os
particularmente ideais para aplicagdes que exigem maior retengdo de gordura e estabilidade da
emulsao. Por outro lado, os hidrolisados com maior DH% apresentaram maior estabilidade da
espuma e atividade emulsificante, tornando-os ideais para produtos onde essas propriedades
sdo essenciais.

Essas descobertas enfatizam a importancia de otimizar a propor¢do enzima-substrato
durante a hidrolise para adequar as propriedades dos hidrolisados proteicos a aplicagdes
funcionais especificas. Este estudo fornece uma base solida para pesquisas futuras sobre
hidrdlise enzimatica como uma estratégia sustentavel para a utilizagdo de subprodutos de
frango na industria alimenticia e em outros setores.

Embora o tratamento com ultrassom ndo tenha influenciado significativamente o grau
de hidrolise proteica, recomenda-se a realizagdo de pesquisas adicionais para explorar seus
potenciais efeitos sobre as modifica¢des estruturais de proteinas induzidas por cavitagdo, a

extensdo da hidrolise e as caracteristicas do hidrolisado.
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EXTRACAO, PROPRIEDADES BIOATIVAS E FUNCIONAIS, E APLICACOES
TECNOLOGICAS

O texto e os dados discutidos neste capitulo serdo submetidos na forma de artigo
cientifico, de autoria de Juliana Lopes de Lima, Marta Suely Madruga e Maria Manuela Camino

Feltes, a periodico de alto impacto na area de ciéncia dos alimentos.
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Resumo

O colageno ¢ uma proteina estrutural amplamente distribuida nos tecidos animais e reconhecida
por suas propriedades funcionais e bioativas. Este estudo apresenta uma revisao cientifica e
bibliométrica sobre a prospec¢do de coldgeno a partir de subprodutos de frango, explorando
fontes, métodos de pré-tratamento, processos enzimaticos e suas principais aplicagdes na
industria alimenticia. A busca bibliografica foi realizada na base de dados Web of Science,
identificando mais de 200 publicagdes relacionadas ao tema, destacando avangos recentes na
extragdo e hidrélise enzimadtica, ¢ o uso de tecnologias inovadoras, como ultrassom, que
aumentam o rendimento e podem melhorar caracteristicas funcionais do colageno. Os
resultados mostram que pés, pele, ossos, cartilagem e outros subprodutos do abate de frango
sdo fontes ricas em coldgeno e peptideos bioativos, com potencial antioxidante e anti-
inflamatorio, e também com aplicagdes tecnologicas relevantes, como substitui¢do de gordura
em produtos carneos, fortificagdo proteica em alimentos e desenvolvimento de biopolimeros.
Além de agregar valor a subprodutos de baixo custo, o uso de coldgeno de frango esté alinhado
com as tendéncias globais de inovacdo sustentavel, bem-estar animal, economia circular e
consumo responsavel. Assim, este estudo reforga a importancia da utilizagdo de subprodutos de
aves como uma estratégia para gerar ingredientes funcionais de alto valor agregado,

impulsionando a inovagdo em sistemas alimentares sustentaveis.

Palavras-chave: Fontes de proteina; Aves; Colageno; Sustentabilidade; Extracdo verde;

Ingredientes funcionais.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a populagdo mundial ndo vé a alimentacdo apenas como uma forma de
satisfazer a fome ou nutrir o corpo, mas também confirma sua importancia fundamental na
promoc¢do da saude humana. Durante o processamento de alimentos, diversos subprodutos,
coprodutos e residuos sdo gerados, e maximizar o uso de matrizes alimentares ¢ uma tendéncia
global para reduzir perdas, minimizar impactos ambientais e agregar o maximo valor a cadeia
produtiva.

A avicultura gera grandes volumes de subprodutos e coprodutos, como sangue, 0ssos,
pele, érgdos, visceras, pés, cabecas, penas, entre outros, durante o abate e o processamento da
carne. Este material deve ser tratado e descartado de maneira ambientalmente correta, visto que
aproximadamente 10 a 13% do peso vivo do animal ¢ composto por pele, estdmago, coracao e
outros subprodutos e coprodutos (Akimova et al., 2023).

O colageno ¢ uma proteina predominante em animais € outros organismos
multicelulares, presente em tecidos conjuntivos como pele, ossos, cartilagem e tenddes. Devido
a sua abundancia em diversas fontes, varios métodos de pré-tratamento e remog¢ao foram
desenvolvidos ao longo dos anos para obté-lo. Com suas propriedades fisicas e quimicas Unicas,
0 coldgeno tem aplicagdes especificas nas industrias farmacéutica, cosmética, biomédica e
alimenticia (Jayaprakash et al., 2024).

O colageno bovino e suino sdo fontes tradicionais de colageno. Entretanto, o colageno
de frango apresenta vantagens em aspectos estruturais, biologicos e socioecondmicos em
comparagao com outras fontes, além de ndo apresentar limitagdes religiosas quando comparado
ao colageno suino, por exemplo (Chanmangkang et al., 2024; Jayaprakash et al., 2024).

Além de sua importancia estrutural, o coldgeno derivado de subprodutos de frango tem
se destacado por suas propriedades bioativas e seu potencial de aplicacdo em formulagdes
alimentares, especialmente no contexto de cadeias de producdo sustentaveis. Ja existem
diversos estudos sobre colageno e coldgeno de frango hidrolisado, porém, as informacgdes
adicionais mais recentes provenientes de pesquisas existentes sdo cientificamente importantes.

Uma maneira de obter dados consistentes é realizar analises descritivas, como analises
bibliométricas (analises estatisticas) para descrever as institui¢des, os pesquisadores e as fontes
de interesse sobre o assunto. Apesar do aumento significativo nas pesquisas, ainda ha
fragmentacao metodologica e falta de sinteses que integrem extracao, bioatividade e aplicagao

tecnologica.
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O objetivo deste estudo foi identificar artigos cientificos que mapeiem tendéncias,
métodos de obtencdo, processos de biotransformagdo, propriedades funcionais e aplicagdes
tecnologicas do colageno de frango e seus derivados, por meio de uma abordagem combinada

de bibliometria e revisao de literatura.

2. MATERIAL E METODOS

Para elaborar este estudo, foi utilizada uma metodologia mista que inclui uma analise
bibliométrica seguida de revisdo de literatura, de acordo com Melo et al. (2021).

A etapa de prospeccdo cientifica foi realizada em 12 de janeiro de 2026, utilizando a
metodologia descrita por Melo et al. (2021). Para a coleta de dados, foi realizada uma busca na
base de dados Web of Science© (WOS) Core Collection (para apresentar menos duplicatas) e
no Scopus (que possui maior cobertura de periddicos técnicos). Os dados foram filtrados
utilizando os termos “Collagen AND Chicken AND Functional” (Tabela 1 e Figura 1), nos
topicos que incluem titulo, resumo e palavras-chave do artigo; nenhum filtro de campo de busca
ou ano foi adicionado para garantir que todos os estudos presentes na base de dados fossem
obtidos.

Artigos de pesquisa originais escritos em inglés foram selecionados para a pesquisa.
Duplicatas foram removidas. Os estudos foram avaliados quanto ao delineamento experimental,
e principais resultados.

A busca resultou em 268 estudos, todos analisados quanto ao titulo e resumo, sendo 105
classificados como artigos de pesquisa originais. Apds esta etapa inicial, informagdes sobre a
distribuicao dos artigos, com base no ano, area geografica, idioma e area de publicagdo, foram
extraidas diretamente da base de dados nos formatos TXT e CSV.

Os materiais coletados no banco de dados foram entdo processados no software
VosViewer (versdao 1.6.18) (Universidade de Leiden, Leiden, Holanda) com o objetivo de
coletar informacdes sobre cooperacao entre paises, organizagdes € autores. Microsoft® Excel®
(Microsoft 365 MSO Versao 2601 Build 16.0.19628.20132) foi utilizado para processar os

dados e gerar graficos para visualizar o ano de publicacdo e area de estudo.
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Tabela 1 - Combinagao de termos de busca usados nas bases de dados.

COMBINACAO BASE DE DADOS
WOS Scopus
Collagen 328,3986 395,911
Collagen AND Chicken 2,594 4,710
Collagen AND Chicken AND Functional* 268 338
Collagen AND Chicken AND Functional AND Bioactive 21 9

WOB= Web of Science.

* Combinac¢do escolhida para avaliagdo posterior.

Figura 1. Fluxograma do processo de extragdo e processamento dos dados coletados.

BASE DE DADOS
v v

Wwos SCOPUS
Collagen Collagen
328.3986 395,011

Collagen AND Chicken Collagen AND Chicken
2384 4710
Collagen AND Chicken AND Functional Collen AND G AN Panctione!
268 )
Collagen AND Chicken AND Functional AND Bioactive Collagen AND Chicken AND Functional AWND Bicactive
21 Y
L 4
DADOS
PROCESSADOS

105

WOS= Web Of Science.

* Combinagao escolhida para avaliagao posterior.
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3. ANALISE BIBLIOMETRICA

3.1 ESTUDO DE PUBLICACOES E CITACOES: ANO, AREA DE PUBLICACAO,
ORGANIZACOES E COOPERACAO ENTRE PAISES

No momento da coleta de dados para a elaboracdo desta revisao, 268 artigos escritos em inglés,
russo, francés, alemao e espanhol estavam registrados na base de dados Web of Science®. Desse total,
apenas 105 eram artigos de pesquisa originais sobre colageno de frango, utilizando a combinagdo de
palavras e o operador booleano AND (“Collagen AND Chicken AND Functional”) e haviam sido
publicados com a estratégia de busca adotada no momento da coleta de dados para a elaboracdo deste
documento.

O primeiro documento publicado foi disponibilizado em 1988 (Figura 2), e o nimero de
publicagdes aumentou ao longo dos anos, especialmente apds 2017. Desde 2023, observa-se uma
tendéncia crescente, sendo 2025 o0 ano com o maior nimero de documentos publicados, com 14 estudos

relacionados ao tema.

Figura 2 — Tendéncias de publica¢do por ano relacionadas a producdo de
colageno de frango (busca realizada na base de dados Web of Science® em janeiro de
2026, utilizando os termos “Chicken AND Collagen AND Functional”).
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Os artigos de interesse, envolvendo a extragdao de colageno de subprodutos de frango,
foram publicados em diversas areas do conhecimento. As 10 dreas com o maior niimero de
publicagdes (Tabela 2) possuem pelo menos trés registros na base de dados. As outras areas de
publicacdo sdo representadas por 2 ou menos registros cada. Estas incluem Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Bioquimica e Biologia Molecular; Agricultura, Quimica; Nutri¢ao e
Dietética; Engenharia; Ciéncia dos Materiais; Ciéncias Multidisciplinares, Ciéncia e
Tecnologia - Outros Topicos; Ciéncia de Polimeros e Ciéncias Ambientais (em ordem
decrescente).

A éarea de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos representa 46 registros de publicacao,
tornando-se a maior area de estudo para colageno, representando 43,81%. Além disso, observa-
se claramente que as areas de Bioquimica e Biologia Molecular, Agricultura, Quimica, Nutri¢ao
e Dietética e Engenharia lideram a pesquisa sobre coldgeno em termos de ntimero de artigos
publicados. Isso pode estar associado as diversas formas como o coldgeno ¢ utilizado pela
industria alimenticia como ingrediente em formula¢des de substitui¢do de gordura, com

propriedades antioxidantes e crioprotetoras, entre outras funcionalidades.
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Tabela 2 — Areas de publicagdo, organizagdes e paises que publicaram o maior nimero de artigos sobre colageno em uma busca realizada na base

de dados Web of Science®.

NO

Nome

Areas de Publicacio

1

O o0 9 N U B W

—_
(=]

Food Science & Technology
Biochemistry & Molecular Biology
Agriculture;

Chemistry

Nutrition & Dietetics

Engineering

Multidisciplinary Sciences / Science & Technology — Other Topics

Materials Science
Polymer Science

Environmental Sciences

Organizacgoes

1

AN DN R~ W

Tomas Bata University in Zlin

Chinese Academy of Agricultural Sciences
University of Alberta

Federal University of Paraiba

Centro di Riferimento Oncologico

University of Agriculture, Faisalabad

ND

46
24
17
15
12
11

wW W sk A~ B

(%) *

43.81
22.86
16.19
14.29
11.43
10.48
8.57
5.71
4.76
3.81

11.43
3.81
3.81
3.81
2.86
2.86

Paises

Czech Republic

China
Canada
Brasil
Italia

Pakistan
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10

Paises

O 0 3 N »n Bk~ W DN

—_
(=]

Cornell University
Dalhousie University
Harvard University

Heriot-Watt University

China

United States
Czech Republic
India

Canada

Brazil
Malaysia

Italy

Spain

Japan

NN NN

1.90
1.90
1.90
1.90

19.05
15.24
11.43
9.52
8.57
6.67
4.76
3.81
3.81
2.86

Estados Unidos
Canada

Estados Unidos
United Kingdom

ND: nimero de documentos.

* (%): porcentagem do total de 105 publicagdes.
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10
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Entre as organizagdes que representam os autores e coautores dos artigos, 188
institui¢des publicaram pesquisas relacionadas ao colageno, das quais 25 instituigdes
registraram pelo menos 2 documentos relacionados ao coldgeno de frango. O ranking com
as 10 principais organizagdes (Tabela 2) representa mais de 35% dos documentos
recuperados nesta busca na base de dados Web of Science©. Destas, a instituigdo com o
maior numero de publicacdes ¢ a Universidade Tomas Bata em Zlin, na Republica
Tcheca, com doze registros. Organizagdes da China, Italia, Canadd e EUA aparecem em
sequéncia com pelo menos duas organizagdes. Isso se explica pelo crescente investimento
desses paises em pesquisa em diversas areas, entre elas, Ciéncia de Alimentos, ¢ a
importancia da avicultura na economia desses paises.

Embora o maior nimero de documentos esteja em uma Unica organizagao na
Republica Tcheca, a China é o pais com o maior numero de organizagdes, muitas com
apenas um documento, indicando cooperagao entre instituigdes nesse pais. A cooperagao
com outros paises aumenta o numero de documentos publicados e contribui para a
disseminagdo do conhecimento entre instituigdes, tanto dentro do mesmo pais quanto com
outros paises, como pode ser visto na Tabela 2 e na Figura 3.

A China lidera o ranking com o maior registro de documentos, com 20
documentos, representando 19% dos documentos encontrados nesta busca. Estados
Unidos, Republica Tcheca, India e Canada aparecem em seguida, com 16, 12, 10 e 9
registros de documentos, respectivamente, totalizando mais de 70% dos documentos

registrados recuperados.
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27

28 Figura 3 — Mapa de visualizagdo da rede de (A) — Numero de documentos
29 de organizagdes de acordo com a coautoria e (B) — Colaboragao

30 entre organizagdes de acordo com a coautoria; (C) — Colaboragdo entre
31 paises de acordo com a coautoria (Mapa de visualizagao da rede).
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A colaboragdo entre paises de acordo com a coautoria foi realizada com paises
com pelo menos 3 documentos. Trinta e sete paises publicaram sobre colageno, 12 dos
quais tiveram pelo menos 3 documentos registrados no banco de dados, agrupados em
dois clusters de interagio entre paises. A China aparece no centro, interagindo com a India
e a Espanha. O Brasil aparece no canto esquerdo, demonstrando interagdo com a Espanha,
que, por sua vez, também interage com a Italia. Os paises do cluster 1 apresentam os
documentos mais recentes escritos: China, India e Mal4sia, mostrando que o tema ¢ de
interesse para pesquisadores nesses paises. Os paises do cluster 2 — Brasil, Italia e
Espanha — apresentam documentos mais antigos, com 12 documentos registrados no
banco de dados.

No Brasil, a Universidade Federal de Santa Maria, a Universidade Federal de
Santa Catarina, a Universidade Federal de Campina Grande, a Universidade Federal de
Sao Paulo e a Universidade Federal da Paraiba aparecem nos registros de instituicdes que
publicam sobre o assunto no Brasil. Entre essas instituicdes brasileiras, a Universidade
Federal da Paraiba tem o maior nimero de documentos (4) e colaboragdo com outras
instituicdes de ensino brasileiras. Os estudos focam especialmente na extracdo de
colageno, com énfase na combinacdo da hidrdlise 4cido-enzimética e na aplicagdo
tecnologica dos produtos resultantes em produtos alimentares. A cooperagdo nacional e
internacional entre instituigdes que envolvem universidades, institutos e empresas
contribuiram para o estudo do colageno. Outro ponto importante ¢ que os paises que
lideram o ranking em niimero de documentos registrados sdo os paises que tém a maior
producdo de carne de frango (ABPA, 2025).

Os dados apresentados na Tabela 2 indicam quais organizagdes t€ém o maior
numero de publicacdes sobre o assunto no banco de dados avaliado, o que também pode
ser visto na Figura 3. A interacdo entre as instituicdes pode ser vista na Figura 3 (A e B),
que mostra a relacdo entre as instituicdes da Figura 3 (C) e uma institui¢do dos EUA no
centro. Com base nos resultados obtidos com esses dados, pode-se concluir que a extragao
de colageno de subprodutos de frango ¢ um tema de interesse para a sociedade, revelando,
assim, que o estabelecimento de parcerias cientificas entre instituicdes de pesquisa € a

industria ja ¢ uma realidade, que pode ser melhor explorada na pesquisa académica.

3.2 ANALISE DE ARTIGOS, PERIODICOS E PALAVRAS-CHAVE DOS AUTORES
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Além dos métodos de estudo descritos acima, foi utilizada uma analise de citacdes
para identificar os periddicos e artigos mais citados na base de dados consultada (Tabela
3). Os resultados revelam que os trés periddicos mais citados foram Poultry Science, Food
Chemistry, Journal of Biological Chemistry, com 219, 172 e 132 citagdes,
respectivamente. Observa-se também que os 10 periddicos mais citados representam
1130 (46,48%) do total de 243 1citacdes dos periddicos recuperados nesta busca, com

fator de impacto superior a 2,5 (Tabela 3).

Tabela 3 — Classificagdo dos periodicos, autores e documentos mais citados sobre
producdo enzimatica de coldgeno hidrolisado de frango.

Nimero Jornal ND NC Fator de
Impacto *

1 Poultry Science 6 219 4.2

2 Food Chemistry 4 172 9.8

3 Journal of Biological Chemistry 3 132 3.9

4 Food Research International 2 106 8.0

5 Proceedings of The National Academy of 1 9 -
Sciences of The United States of America

6 Journal of Agricultural and Food Chemistry 2 92 6.2

7 Food Bioscience 3 84 5.9

8 Ultrasonics Sonochemistry 2 80 9.7

9 Food & Function 1 79 54

10 Food Science and Technology 3 72 2.6
Autor ND NC

1 Howard, Ashton 2 150

2 Udenigwe, Chibuike C. 2 150

3 Zhang, Chunhui 4 136

4 Nishimura, I 2 126

5 Olsen, Br 2 126

6 Akram, Ayesha Noreen 2 117

7 Betti, M. 2 114

8 Ninomiya, Y 1 94

9 Sugrue, Sp 1 94
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10

10

Svoboda, Kk
Documentos

Svoboda (1988)

Cliche (2003)
Howard (2013)

Dhakal (2018)
Udenigwe (2013)

Rose-Martel (2015)
Akram (2020a)

Li (2020)
Tumerkan (2019)
Brewton (1991)

NC
94

79
79

77
71

69
68

67
66
66

94

Jornal

Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A.

Poultry Science
Food Research
International

Food Bioscience
Food Research
International

Journal of Proteomics
Ultrasonics
Sonochemistry
Research

Food Chemistry
Journal Of Biological
Chemistry

ND: ntimero de documentos; NC: nimero de citagdes.
* Fator de impacto para o ano de 2025.
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Por fim, foi realizada uma anélise das tendéncias atuais na pesquisa sobre
colageno de frango, com o objetivo de identificar o nimero de ocorréncias de palavras-
chave nos estudos encontrados. As palavras-chave foram filtradas com pelo menos 3
ocorréncias. Um total de 53 palavras-chave foram recuperadas (Figura 4), agrupadas em
5 clusters (cluster 1 = 13 palavras, cluster 2 = 12 palavras, cluster 3 = 12 palavras, cluster
4 =11 palavras e cluster 5 = 5 palavras). A Figura 4 apresenta a analise de co-ocorréncia
com a taxa de publicacdo dos documentos e as palavras-chave.

Este estudo analisa todas as palavras-chave, incluindo aquelas registradas pelos
autores e as palavras nos titulos dos artigos. Na analise bibliométrica, o papel crucial dos
titulos (que sdo o primeiro contato do leitor com o artigo) e das palavras-chave dos autores
reside em indicar as tendéncias mais significativas destacadas pelos autores durante sua
pesquisa. De acordo com a literatura, o estudo de palavras-chave em analises
bibliométricas ¢ importante, pois elas desempenham um papel fundamental e facilitador
em areas como recuperacao de informacao e analise de co-ocorréncia, atuando como um

filtro para buscas arquivisticas (Melo et al., 2021; Rodriguez-Rojas et al., 2019).

Figura 4 — Andlise de co-ocorréncia de palavras-chave de documentos (Mapa de
visualizag¢do sobreposto) referentes a estudos sobre a obten¢do de colageno de frango.

Indicado pela cor verde-amarelada (Figura 4), o grupo central a esquerda retine as
pesquisas mais recentes sobre otimizacdo, propriedades funcionais e fisico-quimicas,
tecnologias como FTIR, possiveis bioatividades (antioxidantes e anti-inflamatdrios),

subprodutos e coldgeno hidrolisado dos estudos recuperados com esta busca.



113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

128

4. COLAGENO

O colageno ¢ a proteina estrutural mais abundante em animais (representando 30%
do teor proteico total). Em mamiferos, de 25% a 35% da massa proteica total corresponde
ao colageno (Sibilla et al., 2015), que desempenha um papel crucial na integridade e
resisténcia dos tecidos corporais. Sua extracao e uso t€ém sido amplamente explorados em
diversas aplicacoes devido as suas propriedades funcionais e potenciais beneficios para a
saude (Campos et al., 2023; C. Tang et al., 2022).

Até o momento, aproximadamente 29 tipos diferentes de coldgeno foram
identificados, sendo o coldgeno tipo I 0 mais comum (Jafari et al., 2020). Os tipos I, Il e
IIT correspondem a 80% a 90% do colageno total encontrado no corpo humano, e o tipo I
¢ o mais abundante na pele (80%) (Campos et al., 2023). Todos os tipos de colageno sdo
compostos por trés cadeias o idénticas ou diferentes e possuem pelo menos um dominio
de tripla hélice (P. Tang et al., 2022). No corpo humano, a proteina coldgeno pode ser
encontrada em ossos, tenddes, ligamentos, cabelo, pele e musculos.

O termo coletivo "colageno" engloba uma familia de glicoproteinas que possuem
trés caracteristicas distintas, de acordo com evidéncias cientificas. A primeira
caracteristica € a presenca da sequéncia repetitiva de aminoacidos [Gly—X—Y|n, que pode
ocorrer com ou sem interrupgdes. Essa sequéncia ¢ uma marca registrada da familia do
colageno (Sorushanova et al., 2019).

A segunda caracteristica ¢ a ocupagao das posi¢des X e Y na sequéncia [Gly—X—
Y ]n pela prolina e sua forma hidroxilada, a hidroxiprolina, respectivamente (Sorushanova
et al., 2019). A prolina desempenha um papel essencial na estabilizagdo da estrutura
helicoidal do colageno, enquanto a hidroxiprolina contribui para a estabilidade e a
resisténcia da proteina devido a sua capacidade de formar ligagdes de hidrogénio
(Campos et al., 2023).

Em terceiro lugar, o coldgeno possui uma estrutura quaternaria Uinica, na qual
uma tripla hélice dextrogira ¢ formada por trés cadeias a de poliprolina de comprimento
idéntico. Essas cadeias o enrolam-se umas nas outras, formando a hélice tripla estavel
caracteristica do colageno (Ledn-Lopez et al., 2019).

Essas trés caracteristicas, a sequéncia repetitiva de aminoéacidos [Gly—X—Y]n,
com ocupacao de prolina e hidroxiprolina nas posi¢des X e Y, e a estrutura quaternaria

com uma hélice tripla formada pelas cadeias a de poliprolina sdo fundamentais para as
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propriedades estruturais e funcionais do colageno. Essa proteina desempenha um papel
essencial na integridade e resisténcia dos tecidos do corpo (Gomez-Guillen et al., 2011a).

Relatorios na literatura sobre os beneficios do consumo de colageno estdo
diretamente associados & promocdo da saide. O objetivo final do produto influencia
diretamente o método escolhido para o isolamento da proteina, uma vez que o processo
de obtenc¢ao dessa proteina isolada ¢ demorado e complexo, e diversos fatores interferem
na qualidade dos peptideos obtidos, como a matéria-prima, o método de extracdo e as
condi¢des do processo (P. Tang et al., 2022). O aumento no consumo de frango o torna
uma excelente fonte de colageno.

Como subprodutos do frango, como penas, pés, pele e o0ssos, sdo ricos em
coladgeno, o colageno de frango ¢ mais termicamente estdvel em comparagdo com o de
origem bovina e marinha. Além disso, sua composi¢ao de aminoacidos ¢ muito boa,
tornando o frango uma 6tima alternativa para a obtencao de colageno (Jayaprakash et al.,
2024). Os subprodutos de frango sdo relatados como ricos em teor proteico, como penas
(85,92 g/100 g em base seca) (Santos et al., 2024), sangue (93,42%) (Alves et al., 2020),
revestimento interno da moela (42,30 g/100 g) (Ni et al., 2018), quilha de frango (90,27%
em base seca) (Cordeiro et al., 2020), crista (61,01 g/100 g em base seca), barbela (83,15
2/100 g em base seca) (Bezerra et al., 2020), entre outros.

Diversas estratégias podem ser utilizadas para melhor aproveitar esses
subprodutos, além de seu uso na producdo de ragdo animal e no desenvolvimento de
produtos carneos de valor agregado (J. L. Lima et al., 2021). A extracdo de colageno
favorece o descarte ecologico e aumenta o valor econdmico dos subprodutos de frango
(Dhakal et al., 2018).

Algumas pesquisas ja foram realizadas com foco no colageno de subprodutos de

frango (Tabela 4).
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Tabela 4 — Estudos sobre extracdo e/ou hidrolise de colageno de subprodutos de frango.
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Fonte/ Pré-tratamento Enzima Temp. (°C) Tempo Performance DH Bioatividade/ Métodos
Referéncia (Conc.) (%) (%) Funcgoes Analiticos
Revestimento ~ NaOH 0,1 mol/L Alcalase® 60 °C 4h Nao 11,36%  Propriedades Grau de hidroélise
interno da (6h); acido acético (1,0% a 5,0%) informado. a21,19 funcionais: alta (consumo de
moela (Lima et 0,5 mol/L (4h); % solubilidade (pH 4— base — Adler-
al., 2025) Tratamento 10), capacidade de Nissen); FTIR;
ultrassonico (10 - 30 reten¢ao de 6leo, MEV; SDS-
min) estabilidade da PAGE; Potencial
emulsao, atividade zeta; Turbidez;
espumante; aplicacao Solubilidade;
potencial em alimentos ORC; EAI; ESI;
funcionais. Estabilidade da
espuma.
Residuo de NaOH 0,1 mol/L Alcalase® 8% 55°C(Alc); 2h Nao 36,11%  Alta atividade FTIR, SDS-
CMS de frango (48 h); EDTA 0,5 (v/m) ou 50 °C (Flav) informado. (Alc); emulsificante; boa PAGE, DSC,
(Schmidt, da mol/L (5 dias); Flavourzyme® 12,02% estabilidade da Lowry (DH),
FONTOURA, Butanol 10% (48 h). 8% (v/m) (Flav) emulsdo; redu¢do da atividade
et al., 2020) viscosidade. emulsificante,
capacidade de
formagao de
espuma.
Cartilagem Tratamento Sem enzima 4°C 0-36 min 0,93% — — - Composi¢ao
esternal de ultrassonico (0-36 (ultrassom) 2,82% (base centesimal; PI;
frango — min) + extragao umida); até rendimento;
Colageno tipo  4cida. 85% extraido SDS-PAGE.
II (Akram & apos 36 min.




Zhang, 2020a).

131

Pés de frango Acido acpetico 0,3—  Pepsina 0,1- 4°C 12-36 h Rendimento Alta solubilidade; alta ~ Aminoacidos;

(i. B.D.S. 0,7 mol/L (24 h); 0,2% (ideal: (excelente: maximo com retengdo de agua; boa  SDS-PAGE;

Araujo et al., precipitagdo com 0,2%) 12 h) acido acético atividade solubilidade;

2018). NaCl; dialise. 0,3M + emulsificante. capacidade de

pepsina 0,2% reten¢do de agua

+ 12 h. (CRA);
emulsificacao;
HPLC para
hidrofobicidade
de peptideos.

Cartilagem da  Extragdo 4cida com  Pepsina (1%) 30°C 24 h (4cido) 30,12 Colageno tipo [; alta ANOVA + 22

quilha de acido acético, latico + enzimatico pureza e estabilidade;  fatorial; SDS-

frango ou citrico (0,5 otimizado potencial biomédicoe  PAGE; HPLC;

(Cordeiro et mol/L, 2472 h, 18 (=12-24 h). nutricional. FTIR

al., 2020). °C); melhor
condig¢do: acido
acético 0,5 mol/L /

24 h; precipitacao
comNaCl3Me
dialise (72 h).

Pés de frango  NaCl 0,8 mol/L (20  Papaina 1% 30 °C 28 h 32,16 Alta capacidade SDS-PAGE;

(Dhakal et al.,  min) — NaOH 0,1 (m/m) (excelente). (excelente). emulsificante e FTIR;

2018). mol/L (24 h) — espumante; boa WHC/OHC;
hidrolise com solubilidade; alta emulsdo/espuma;
papaina. relagdo WHC/OHGC; aminodcidos

colageno com 16,3% (HPLC); MEV.

de glicina e 14,1% de
hipona.
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Traqueia de Lavagem, Alcalase®, Temperatura DH final Alta atividade SDS-PAGE;
galinha autoclavagem (121  Flavourzyme®, ideal para apods 6 h: antioxidante (Alcalase  FTIR; DH;
(Pramualkijja  °C, 30 min);, Protamex®, cada Alcalase > > Solubilidade;
et al., 2021) Liofilizagdo para Papaina enzima. OT6 h fie Papaina > Flavourzyme/Protamex Antioxidantes:
produzir CTF — (concentracao ?zllgari(l)ilslzﬁs: . Protamex > > Papaina); Potencial DPPH, ABTS,
flocos de traqueia de ndo cada hora). Flavourzyme atividade anti- FRAP;
frango. especificada; (valores hipertensiva (inibidor =~ HPLC/MS.
enzimas relativos, da ECA); Alta
aplicadas nas sem %). solubilidade de
condigoes de proteinas
pH ideais do (principalmente em pH
fabricante). 4); Peptideos < 6 kDa
(SDS-PAGE).
Residuos de Desproteinizagao: Pepsina 1:2.5  4°C Ultrassom: 0, Aumento de Colageno tipo I; Alta SDS-PAGE;
carne de frango NaOH 0,1 mol/L, 48 15 ou 30 40% no estabilidade térmica FTIR; DSC;
separados h (trocar a gada 12 min; rendimento (43,9-47,0 °C); Solubilidade
. h); Descalcificagao: C - .
mecanicamente EDTA 0.5 mol/L, Enzimatico:  quando o Solubilidade versus pH;
(Schmidt, pH 7,5, 5 dias; 24,36 ou 48  ultrassom € dependente do pH Determinagao de
Vidal, et al., h. usado antes (curvas de hidroxiprolina.
2020) Desengorduramento: da extracao; solubilidade).

butanol 10%, 48 h

Extracao
maxima
relatada: até
85%
(dependendo
do tempo e
do pré-
tratamento).
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A extracdo de coldgeno de varios subprodutos de frango tem sido amplamente
explorada para otimizar o rendimento, a funcionalidade e as caracteristicas estruturais. Os
estudos recuperados nesta pesquisa mostram que diferentes metodologias, incluindo
hidrolise enzimatica, extragdo acida e o uso de ultrassom, tém efeitos significativos no
rendimento e na qualidade do colageno obtido por esses processos.

A extragio de colageno de pés de frango (I. B. D. S. Aratjo et al., 2018) usando
hidroélise acida ¢ enzimatica resultou em alta atividade emulsificante ¢ melhor retengao
de agua a 60 °C. De forma semelhante, (Dhakal et al., 2018) demonstraram que a hidrélise
com papaina pode melhorar as propriedades funcionais do colageno extraido de pés de
frango, tornando-o adequado para aplicagdes nas industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética. A presenca de glicina (16,30%), hidroxiprolina (14,15%) e prolina (8,70%) no
colageno extraido indica seu potencial para diversas aplica¢des industriais, utilizando
métodos bem estabelecidos, como a combina¢ao de um acido ¢ uma enzima.

Por outro lado, o uso de ultrassom tem sido destacado como um método eficiente
para melhorar a extragdo de colageno. Akram & Zhang (2020b) mostraram que a extra¢ao
de colageno tipo II da cartilagem esternal de galinha, assistida por pepsina e ultrassom,
melhorou a absor¢do de 4gua e 6leo, bem como as propriedades emulsificantes e
espumantes.

Outro estudo de (Akram & Zhang, 2020a) constatou que a ultrassonicagao por 36
minutos levou a um rendimento de colageno de 84,14%, demonstrando uma melhoria
significativa nas propriedades reologicas e funcionais em comparagdo com os métodos
de extracdo tradicionais. Schmidt, Vidal, et al. (2020) reforcaram esses achados ao
mostrar que o tratamento com ultrassom aumentou o rendimento de coldgeno em 40% na
carne mecanicamente separada, sem comprometer sua integridade estrutural.

Lima et al. (2025) investigaram a producdo de hidrolisados de colageno a partir
do revestimento interno da moela de frango por meio de hidrolise enzimatica assistida
por ultrassom, avaliando a influéncia de variaveis do processo, como concentracdo de
acido acético, tempo de ultrassom e proporcao enzima/substrato no grau de hidrdlise.
Usando a enzima Alcalase® em diferentes concentragoes, sob condi¢des controladas de
pH e temperatura, os autores observaram graus de hidrolise variando de 11,36% a
21,19%, com impacto significativo nas propriedades funcionais dos hidrolisados, como
solubilidade, capacidade de retencdo de o6leo, estabilidade da emulsdao e atividade

espumante. Contudo, ndo foi observada influéncia direta do ultrassom nas condi¢des de
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processo avaliadas, apenas a influéncia dos demais pré-tratamentos. A caracterizagao foi
realizada utilizando técnicas como FTIR, microscopia eletronica de varredura, SDS-
PAGE e andlises fisico-quimicas, demonstrando o potencial desse subproduto avicola
como fonte sustentdvel de ingredientes proteicos funcionais para aplicacdo na industria
alimenticia.

Entretanto, ¢ importante ressaltar que a enzima deve ser escolhida de acordo com
o resultado esperado. Schmidt, da Fontoura et al. (2020) investigaram a hidrolise
enzimatica em carne mecanicamente separada e demonstraram que a hidrélise com
Alcalase® resultou em um grau de hidrolise de 36,11%, significativamente maior do que
com Flavorzyme® (12,02%), destacando a importancia da escolha da enzima no processo
de hidrolise. A analise por SDS-PAGE confirmou a hidrélise do colageno, levando a uma
reducdo na viscosidade e aumento das propriedades emulsificantes dos peptideos
liberados. Além disso, o colageno obtido a partir de residuos de carne mecanicamente
separada apresentou alta estabilidade térmica (43,9-47,0 °C), refor¢ando sua
aplicabilidade na industria alimenticia. No entanto, atualmente, além das caracteristicas
tecnologicas desejaveis, as propriedades bioativas tém atraido crescente interesse da
industria alimenticia para aplicacdo como ingrediente funcional.

Pramualkijja et al. (2021) estudaram hidrolisados de traqueia de frango por suas
propriedades bioativas. A hidrolise com Alcalase® produziu hidrolisados com a maior
solubilidade e capacidade antioxidante, conforme indicado pelos ensaios DPPH e FRAP.
Os hidrolisados também exibiram atividade inibitéria da ECA I, demonstrando seu
potencial como ingredientes funcionais.

Assim, fica claro que as etapas de pré-tratamento na extracdo de colageno
desempenham um papel crucial na eficiéncia do processo. O uso de ultrassom antes da
hidrolise enzimatica, como observado em estudos com cartilagem esternal de frango
(Akram & Zhang, 2020b, 2020a) e residuos de carne separados mecanicamente (Schmidt,
Vidal, et al., 2020), aumentou significativamente o rendimento e as caracteristicas
funcionais. A autoclavagem como pré-tratamento para hidrolisados de traqueia de frango
(Pramualkijja et al., 2021) melhorou a solubilidade e a bioatividade, confirmando a
importancia de otimizar as etapas iniciais de processamento.

Os estudos analisados destacam a importancia da selegao do método de extragao,
tratamento enzimdtico e técnicas de pré-tratamento apropriados para otimizar o

rendimento e a qualidade do coldgeno. A ultrassonicacdo, a hidrdlise enzimaética e o
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tratamento acido demonstraram grande potencial para melhorar as propriedades
funcionais e estruturais do colageno extraido de subprodutos de frango. Essas descobertas
apoiam o desenvolvimento de aplicagdes sustentaveis e de alto valor agregado para o
coladgeno nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Em resumo, os melhores rendimentos nos estudos avaliados foram demonstrados
por Dhakal et al. (2018) (32,16%) e Cordeiro et al. (2020) (30%), que utilizaram pés de
frango e quilha de frango, respectivamente, como matéria-prima para a extragdo de
coldgeno. O rendimento de um produto ¢ um fator importante no processo de tomada de
decisdo para a escolha de matérias-primas e processos. A maior estabilidade térmica foi
observada por Akram & Zhang (2020a) a uma temperatura de 60,9 °C, obtendo colageno
da cartilagem esternal de frango. As melhores funcionalidades (emulsao/espuma) foram
demonstradas por Dhakal et al. (2018) e Schmidt, da Fontoura, et al. (2020). A capacidade
de formacdo de espuma do colageno estd relacionada a concentragdo de proteinas
soluveis, pois ajuda a reduzir a tensdo superficial e a interacdo resultante leva a formacao
de um filme multicamadas com maior flexibilidade interfacial (Dhakal et al., 2018). No
entanto, a enzima utilizada no processo, seja convencional ou ndo, ¢ fundamental para a
eficiéncia de extracdes suaves com alta recuperagdo. Os estudos mencionados
anteriormente mostraram que a pepsina (Akram & Zhang, 2020b) e (Schmidt, Vidal, et

al., 2020) ¢ a enzima mais eficaz para extragdo moderada com alta recuperacao.
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4. APLICACAO DO COLAGENO NA INDUSTRIA ALIMENTICIA

Peptideos de baixo peso molecular podem ser usados em sistemas alimentares;
por exemplo, bebidas, biscoitos, salgadinhos, carnes processadas, chocolate, barras de
cereais, etc., com colageno hidrolisado oferecendo um teor proteico mais elevado (Bilek
& Bayram, 2015). O uso de colageno hidrolisado na industria alimenticia ¢ importante
porque ele tem suas propriedades funcionais que o tornam seguro para a maioria das
pessoas, com baixa toxicidade.

Algumas bebidas de frutas, como laranja, mag¢a e uva, com colageno hidrolisado
tém potenciais beneficios para a saide. Contém vitamina C e antioxidantes, e a adi¢ao de
colageno aumenta o teor proteico das bebidas. As pequenas moléculas de colageno
(hidrolisado) também garantem alta disponibilidade dessas moléculas (Bilek & Bayram,
2015). O colageno hidrolisado tem alto teor proteico (84 a 90%) e propriedades
tecnologicas adequadas para aplicagdes especificas, como formagdo de espuma,
estabilizacdo coloidal, emulsificagdo e biodegradabilidade na formagao de filmes
(Gomez-Guillen et al., 2011b). Essas propriedades sdo altamente desejaveis na induastria
alimenticia devido a sua ampla gama de aplicacdes.

Especialmente em sua forma hidrolisada ou como peptideos, o coldgeno vem
ganhando destaque como ingrediente com potencial funcional em varios segmentos da
industria alimenticia. A Tabela 5 apresenta alguns estudos que aplicaram colageno em

produtos alimenticios.
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Tabela 5. Estudos publicados em artigos cientificos que avaliam o efeito da aplicagdo de coldgeno hidrolisado nas caracteristicas de produtos

alimenticios.
Produto Fonte de Objetivo Colageno Beneficios/Alteracdes Principais Referéncia
hidrolisado hidrolisado conclusées
(% m/m)
Macarrao Pés de frango Obter colageno 10-30% Aumento de proteina, Misturas para (Abd El-Salam
instantaneo de pés de textura aprimorada e macarrdo & Kodous,
galinha e aplicar cor alterada. instantaneo 2020).
em misturas suplementadas
para macarrao com colageno
instantaneo. hidrolisado
apresentaram
alto teor
proteico,
variando de
20,13% a
34,95%. Em

relagdo ao teor
de

aminoacidos, o
colageno de pé

de galinha
apresentou oS
niveis mais
elevados de
treonina,

alanina, glicina,
prolina e

hidroxiprolina.



138

Chocolate ao Pés de frango Substituir a 0-7% Aumento do ponto de Em termos de (Nabavi ET
leite gelatina extraida fusdo, reducdo da parametros de AL.,, 2025)

de pés de dureza e diminuicdo cor (L,aeb), o

galinha da atividade da 4gua.  maior valor de

por gelatina brilho foi

comercial  (de encontrado na

vaca) em amostra

diferentes contendo 7% de

concentragoes gelatina de pé

0, 3, 5 e 7%) de galinha. Do

com ponto de vista

manteiga de sensorial,

cacau para observou-se

atingir um alto uma diferenca

ponto de fusdo significativa

com o objetivo entre as

de evitar que o amostras, e

chocolate todas

derreta em altas apresentaram a

temperaturas em aceitacao

regides necessaria.

tropicais.
Filmes de Pele de frango Extrair colageno A maior solubilidade Os resultados (Munasinghe
colageno de frango a do colageno foi obtida demonstram et al., 2014)

partir de em pH 2 e 2% de que o colageno

subprodutos da NaCl. As amostras de frango

industria de homogeneizadas, nao extraido de

processamento filtradas e subprodutos da

de frangos de condicionadas avicultura

corte e explorar manualmente possui a
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a possibilidade
de fabricacao de
filmes.

apresentaram a maior
dureza (3,262 g) e a
menor fragilidade
(30,5 mm).

capacidade de
formar filmes e
pode ser
considerado
para a produgdo
de tripas ou
utilizado  em
diversas outras
industrias.

Salsicha

Pés de frango

Substituir a
gordura em
salsichas de

frango cozidas
por  coldgeno
hidrolisado em
p6 comercial e
gelatina de p¢ de
galinha e avaliar
as  qualidades
subjacentes
usando
parametros
fisico-quimicos
e sensoriais.

7,5%

Aumento dos valores
de a*, b* e matiz.
Maior  estabilidade,
menor  adesividade,
gomosidade e
mastigabilidade.

A utilizag¢ao de
50% de gelatina
mostrou-se
viavel, pois
promoveu
maior
estabilidade da
emulsao e
retencao de
agua, além de
possibilitar o
aproveitamento
de subprodutos
na preparagdo
de linguigas
mais saudaveis,
principalmente
devido a
reducao do teor
de gordura.

(I. Aratjo et
al., 2019)



284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315

140

As aplicagdes do colageno variam de produtos carneos (os mais comuns) a filmes
de biopolimeros e formulagdes doces, demonstrando a sua versatilidade como ingrediente
funcional.

Abd El-Salam & Kodous (2020) investigaram a suplementagdo de macarrao
instantaneo com 10 a 30% de colageno hidrolisado de pés de galinha em macarrdo feito
com farinha de trigo ou milho. Os resultados mostraram um aumento significativo no teor
final de proteina (de 20,13% para 34,95%), melhora na textura e alteragcdes na cor do
produto final. Além disso, o perfil enriquecido de aminoacidos, principalmente treonina,
alanina, glicina, prolina e hidroxiprolina, indica potencial para o desenvolvimento de
alimentos funcionais.

No entanto, a aplicagdo mais comum do colageno ¢ em produtos carneos,
principalmente como substituto de gordura. Aratjo et al. (2019) demonstraram a
viabilidade do uso de coldgeno de pés de galinha como substituto parcial de gordura em
linguiga de frango. A adi¢do de 7,5% de colageno melhorou a estabilidade da emulsdo e
proporcionou maior retencao de dgua, além de reduzir a adesividade e a gomosidade das
amostras. Esses resultados confirmam o potencial do colageno de frango como substituto
tecnologico e nutricional de gordura em produtos carneos processados.

Munasinghe et al. (2015) exploraram o uso de coladgeno extraido da pele de frango
na producdo de biopolimeros. Embora a porcentagem de aplicagdo nao tenha sido
especificada, os autores relataram que a maior dureza (3,262 g) e a menor fragilidade
(30,5 mm) foram obtidas em filmes preparados com coldgeno extraido em pH 2 e na
presenca de 2% de NaCl. Esses resultados indicam o potencial do colageno como um
material alternativo para involucros de alimentos ou embalagens biodegradéveis.

Uma das aplicagdes mais diversas do colageno de frango foi proposta no estudo
de Nabavi, Seyedeh Atefeh; Raftani Amiri, Zeynab; Gorjian (2025), que utilizaram pés
de frango para obter coldgeno para uso na producao de chocolate ao leite.

Os autores investigaram colageno de frango e bovino em concentragdes (m/m)
entre 0 e 7%. A aplicagdo resultou em um aumento no ponto de fusdo, o que contribui
para uma maior resisténcia ao derretimento, uma caracteristica desejavel em regides
tropicais. Além disso, as amostras apresentaram menor atividade de 4gua e valores
sensoriais satisfatorios, com destaque para a formulacao com 7% de colageno de frango,

que obteve maior brilho e aceitabilidade.
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Em resumo, o uso de coldgeno derivado de aves pode resultar em alguma melhoria
nos aspectos fisico-quimicos (emulsificagcdo, textura, solubilidade), sensoriais (cor,
aceitabilidade), tecnologicos (estabilidade térmica, estrutura) e nutricionais (perfil
proteico), além de contribuir para a sustentabilidade, agregando valor a residuos
industriais.

Esses estudos demonstram o potencial do coldgeno (especialmente o colageno
hidrolisado e os peptideos de colageno) como um ingrediente funcional e tecnologico
versatil. Suas aplicagdes variam desde a melhoria do valor nutricional até a qualidade
tecnologica dos alimentos, possibilitando a criacdo de produtos com apelo para a saude e
0 consumo consciente, com potenciais propriedades bioativas. O colageno, portanto,
demonstra ser um ingrediente estratégico para a inova¢do em alimentos funcionais e a

reformulagdo de produtos voltados para a saude e o bem-estar do consumidor moderno.

5. TENDENCIAS PARA PESQUISAS FUTURAS NA AREA DE
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Os resultados deste estudo indicam tendéncias promissoras para o processamento,
aplicacdo e comercializagdo do colageno de frango e seus derivados, particularmente em
um contexto voltado para a sustentabilidade. O coldgeno de frango demonstrou ampla
aplicabilidade na induastria alimenticia, incluindo produtos carneos, alimentos
instantaneos, confeitaria, e filmes biodegraddveis, destacando seu potencial tecnologico
e funcional.

Uma tendéncia fundamental ¢ a valorizacdo de subprodutos de aves com baixo
valor comercial como pele, pés, ossos e cartilagem—como fontes alternativas e
sustentaveis de colageno e compostos bioativos. Nesse contexto, tecnologias emergentes
de extragdo e hidrdlise, incluindo tratamentos de alta temperatura e alta pressdo e
ultrassom de alta intensidade, tém ganhado destaque por reduzirem o uso de insumos

quimicos e melhorarem a eficiéncia do processo.
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As perspectivas futuras enfatizam a necessidade de otimizar as técnicas de
processamento para aumentar o rendimento, a bioatividade e a escalabilidade,
minimizando o impacto ambiental. Avangos na hidrolise enzimatica, a padronizacdo de
processos e métodos de extragdo sustentaveis deverdo desempenhar um papel central na
expansao das aplicagdes industriais. Além disso, a conformidade regulatoria, a seguranca
alimentar e a rastreabilidade da matéria-prima continuarao sendo essenciais para garantir
a aceitagdo no mercado.

Pesquisas adicionais focadas na biodisponibilidade, bioacessibilidade e
desempenho funcional de ingredientes a base de colageno sdo cruciais para explorar
plenamente seu potencial em formula¢des alimentares, fomentando a inovagdo ¢ a

agregacao de valor na cadeia de processamento de aves.
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6. CONCLUSAO

Com base na literatura consultada, ¢ evidente que os subprodutos de frango
representam uma fonte estratégica e amplamente disponivel de coladgeno, cujas
propriedades nutricionais, funcionais e bioativas reforcam seu potencial de aplicacao na
industria alimenticia. Estudos destacam a presenca de aminoacidos essenciais para o
desempenho tecnoldgico, como glicina, prolina e hidroxiprolina, além de evidéncias
consistentes do potencial de atividades antioxidantes e anti-hipertensivas de peptideos
derivados de seu hidrolisado. Esses resultados consolidam o coldgeno de frango como um
ingrediente promissor na formulacdo de alimentos funcionais, especialmente em um
contexto de valorizacdo da bioeconomia circular e de praticas de processamento
sustentaveis.

Além disso, as abordagens de remocdo de proteinas ndo colegenosas e pré-
tratamento estdo se diversificando e melhorando, trazendo avangos que aumentam o
rendimento, a pureza e a bioatividade dos produtos obtidos. No entanto, persistem
desafios relacionados a padronizagdo de métodos analiticos, as condigdes ideais para
hidrolise enzimadtica e a avaliagdo do impacto sensorial da incorporacdo de ingredientes
derivados de coldgeno em matrizes alimentares.

O conjunto de dados revisado destaca tanto o crescimento significativo da
pesquisa na area quanto as oportunidades de inovagdo para agregar valor aos estudos
sobre residuos da cadeia de suprimentos avicolas. Assim, este trabalho contribui para
sintetizar descobertas, lacunas e oportunidades, tendéncias, e possibilidades emergentes,
reforcando que o uso de subprodutos de aves para obtencdo de colageno e peptideos
bioativos ndo s6 reduz os impactos ambientais, mas também expande o desenvolvimento
de alimentos de maior valor agregado, alinhados as demandas de satde, funcionalidade e

sustentabilidade na cadeia de suprimentos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa demonstrou que a aplicagdo do ultrassom como pré-tratamento na
hidroélise enzimatica de proteinas provenientes de subproduto de frango constitui uma estratégia
viavel e eficiente para a obten¢do de hidrolisados de coldgeno com propriedades tecnoldgicas
e bioativas aprimoradas, mas com pouca influéncia sobre os resultados dos hidrolisados, sendo
mais uma tecnologia auxiliar a aplicagdo de enzimas. Os resultados obtidos confirmaram a
hipotese inicial de que as modificagdes estruturais induzidas pelo ultrassom favorecem a agao
enzimatica, aumentam o grau de hidrélise, e influenciam positivamente o perfil peptidico e a
atividade antioxidante.

O ultrassom promove alteragdes conformacionais importantes, como maior exposi¢ao
de grupos reativos e mudangas na organiza¢do estrutural das proteinas, o que impacta
diretamente na funcionalidade e na bioatividade dos peptideos gerados. Dessa forma, a
tecnologia mostrou-se ndo apenas um método de intensificagdao de processo, mas também uma
ferramenta capaz de direcionar caracteristicas funcionais do produto final.

Como perspectivas futuras de estudos, identifica-se a oportunidade de avangar para
testes em escala piloto e industrial, visando avaliar a viabilidade econdémica e a
reprodutibilidade do processo em maior escala. Também se mostram necessarios estudos in
vitro e in vivo para confirmacao da biodisponibilidade e dos efeitos biologicos dos peptideos
identificados. Investigagdes sobre atividades bioativas, como potencial anti-hipertensivo e anti-
inflamatorio, bem como testes de aplicagdo em matrizes alimentares reais, poderdo ampliar as
possibilidades de uso desses hidrolisados como ingredientes funcionais.

Por fim, esta pesquisa contribui de forma significativa para a valorizagdo sustentavel de
subprodutos avicolas, oferecendo bases cientificas solidas para o desenvolvimento de novos
ingredientes de alto valor agregado e alinhados as demandas contemporaneas por inovacao e

sustentabilidade na industria de alimentos.
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ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o trabalho intitulado " QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE
APRESUNTADO DE FRANGO CAIPRA UTILIZANDO AMIDO DE MILHO E FECULA DE
MANDIOCA ”de autoria de GILMANA FERNANDES BARBOSA ARAUJO e JULIANA LOPES DE
LIMA, foi aprovado e apresentado na modalidade de Resumo Simples por GILMANA FERNANDES
BARBOSA ARAUIJO, e foi publicado nos anais (ISBN 978-65-00-39000-1) do evento 1° Congresso de
Inovagéo em Alimentos (CIA) - Ampliando Horizontes promovido pelo Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (DCTA/PPGCTA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
ocorrido no periodo de 27 a 30 de setembro de 2021. Os anais e demais informagdes estio disponiveis no
site oficial do evento (https://wp.ufpel.edu.br/cia/).

ELESSANDRA DA ROSA ZAVAREZE
COORDENADORA DO 1° CIA - AMPLIANDO HORIZONTES
COORDENADORA DO PPGCTA

Documento assinadao eletronicamente por ELESSANDRA DA ROSA ZAVAREZE, Coordenadora de
Curso de Pés-Graduacio, Programa de Pés-Graduacio em Ciéncia e Tecnologia de, em 10/02/2022,
as 21:33, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 42, § 32, do Decreto n2
10.543, de 13 de novembro de 2020.
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acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo verificador 1585291 e
o codigo CRC BBS6ACE9.
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I1l CONAAG - Congresso Nacional

de Alimentos e Agropecuaria
Consumo e produgado Sustentavel

Certificado

Certificamos que Juliana Lopes de Lima, Maria Paula Lopes dos Anjos; participaram do III CONAAG -
Congresso Nacional de Alimentos e Agropecuaria: Consumo e produgdo sustentavel, evento realizado de forma
online, no periodo de 08/11/2023 a 10/11/2023, na qualidade de autores do trabalho: MARINACAO EM CARNE
DE FRANGO: UMA ANALISE BIBLIOMETRICA DE TENDENCIAS E IMPACTO NA PESQUISA
CIENTIFICA, publicados nos anais do evento, promovido pelo Instituto Federal de Pernambuco, campus Barreiros.

Barreiros, 16 de novembro de 2023,
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Tonny Cley Campos Leite Francinalva Cordeiro de Sousa
Coordenador de Pesquisa e Extensdo Coordenadora da comiss3o do Ill CONAAG
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Certificado

Certificamos que Maria Paula Lopes dos Anjos, Juliana Lopes de Lima; participaram do III CONAAG -
Congresso Nacional de Alimentos e Agropecudria: Consumo e produgiio sustentavel, evento realizado de forma
online, no periodo de 08/11/2023 a 10/11/2023, na qualidade de autores do trabalho: PEPTIDEOS BIOATIVOS DE
SUBPRODUTOS DA CARNE: UMA PROSPECCAO BIBLIOMETRICA, publicados nos anais do evento,
promovido pelo Intituto Federal de Pernambuco, campus Barreiros.

Barreiros, 16 de novembro de 2023.
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