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RESUMO

Cascas de ovos brancos (espécie Leghorn) e vermelhos (Classe Aves), de galinha,
foram estudadas com as seguintes finalidades: (a) determinar sua compoéiqio fisico-
quimica, microestrutura molecular e qualidade microbiologica; (b) estabelecer seu
potencial para uso como complemento ou suplemento alimentar; (c) estabelecer seu
potencial para uso como substituto de ossbs, em implantes. Produziu-se, a partir da casca,
sais de célcio mais solaveis que o CaCO; (maior constituinte da casca de ovo), os quais
podem ser usados como complemento ou suplemento alimentar. Estudou-se o rendimento
das reagdes entre a casca e diferentes 4cidos (acético, lactico e citrico); o acido que
apresentou melhor resultado foi o 4cido citrico, produzindo-se entio o citrato de calcio,
usado atualmente como complemento alimentar. Fez-se a caracterizagdo das cascas,
analisando-se sua composigdo centesimal, teor de P, composigdo quimica através de-
Difragdo de Raio X, estrutura microscopica através de microscopia eletronica de varredura
¢ qualidade microbiologica (Coliformes Totais e Fecais e Salmonella spp). Na segunda
parte do trabatho fez-se a purificagfio dos minerais presentes na casca (basicamente célcio)
a fim de serem usados como substitutos de ossos, em implantes; fez-se a redugéo do teor
de proteinas da casca usando-se diferentes tratamentos (solugdes de NaClO, HCI1, NaOH,
H,0,, plasma ashing e hidrdlise enzimatica), sendo que o que apresentou melhor resultado
foi a hidrélise enzimitica seguida por branqueamento. Fez-se apos, um estudo das
proteinas presentes nas membranas da casca, através de eletroforese em gel de poli-
acrilamida em presenga de dodecilsulfonato de soédio (SDS - PAGE), para serem usadas

em implantes 0sseos.

Palavras-chave: casca de ovo, complemento alimentar, substituto de ossos,
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ABSTRACT

Chicken egg shells brown (Class Aves) and white (1.eghorn) were studied aiming;
to determinate it’s physical-chemistry composition, molecular structure and
microbiologic quality; to establish it’s potential for using as food complement or
supplement; to establish its’ potential for using as a bone substitute, for grafts. Calcium
salts were produced launching from egg shell; these salts are more soluble than CaCO;
(major mineral constituent of égg shell) and can be used as food complement or
supplement. The efficiency of reactions between egg shells and different acids (acetic,
lactic and citric) was studied; the best results were obtained when using the citric acid,
originating so calcium citrate, used actually as food complement. The characterization of
egg shells was carried out analyzing the proximal composition, P content, chemical
composition by X-Ray Diffraction, microscopic structure by scanning electronic
microscopy and microbiologic quality (Total and Fecal Coliforms and Salmonella spp).
The purification of minerals presents on egg shell (mainly calcium) was made up at the
second part of this research, aiming to use these minerals as bone substitute, for grafts. The
protein content of egg shells was reduced through different treatments (NaClO, HCI,
NaOH and H,0, solutions, ‘plasma ashing and enzymatic hydrolysis); the enzymatic
hydrolysis followed by bleaching showed the best results of protein reduction. The proteins
present in egg shell membranes were identified by polyacrylamide gel electrophoresis in

presence of sodium dodecylsulphate (SDS-PAGE), for using then in bone grafts.

Key-words: egg shell, food complement, bone substitute
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O fornecimento de nutrientes para a humanidade ¢ um desafio constante; a fome é
uma problematica presente, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde o
aumento da populagdo nem sempre ¢ acompanhado por aportes alimenticios (Silva e
Mellado, 1996).

A deficiéncia protéica na alimentagdo humana € evidente ja nos dias de hoje e
cresce a medida que se configura a evolugdo da populagdo; no contexto agropecuario, que
¢ um dos principais campos no combate a esta crise, a avicultura surge como uma das
atividades mais promissoras devido as proprias caracteristicas da cxploragido (Vicenzi,
1996).

Desde os tempos remotos, o ovo tem sido considerado uma importante fonte
protéica em nossa dieta mas, por meados deste século, surgiu a problematica dos elevados
niveis de colesterol, presente na gema. Considerando-se-este-fato, a ci¢ncia vem estudando
a fundo ndo sO os males que 0 ovo possa provocar como também suas
propriedades terapéuticas; como resultado, atualmente o ovo ja ¢ usado na
preveng@o de algumas doengas, tais como cancer, hipertensdo arterial e outras (Lopez e
Nomura, 1996).

O ovo integral ¢ um excelente alimento, porque € uma fonte muito rica em
proteinas, lipidios, vitaminas (com exce¢do do acido ascorbico ou vitamina C), e sais
minerais, exceto o calcio, que € encontrado apenas na casca (Thapon et Bourgeois, 1994).

Segundo levantamento- da Unifio Brasileira de Avicultura (UBA) e Associagéo-
Paulista de Avicultura (APA), a produg@o de ovos no pais em 1995 foi de 16,056 bilhdes
de unidades, entre ovos brancos e vermelhos, conforme Figura 1, o que representa um

crescimento de 19 % em relagdo a 1994.
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FIGURA 1 - Produgéo de ovos no Brasil (1980-1998)
Fonte: UBA / APA



Embora a produgdo de ovos em 1995 tenha alcangado um volume jamais visto no
pais, 0 mesmo néo pdde ser observado em relagdo ao consumo. Segundo previsdes feitas
pela UBA / Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) / APA, o consumo per
capita no Brasil, no ano dc 1995, atingiu 101 unidadcs, cnquanto- Guc no- Japdo csta
previsdo foi de 260 unidades, no mesmo periodo (Figura 2), o que induz a acreditar que o

potencial nacional ¢ de pelo menos dobrar o consumo (Okuda, 1996).
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FIGURA 2 - Ovos de mesa. Consumo per capita.
Fonte: USDA (Okuda, 1996)

Sendo que a casca representa 10 % do peso do ovo, o volume de casca gerado é
muito grande (considerando-se que um ovo grande pesa, em média 60 g, e que cerca de
10 % deste peso € constituido por casca, 0os 16,056 bilhdes de ovos produzidos em 1996
representam 96.336 toncladas de casca). A empresa Sohovos, estabelecida em Piracicaba,
SP, ¢ lider no mercado de industrializagdo de ovos no Brasil, produz cerca de 180
toneladas de cascas por més, as quais sdo destinadas basicamente a agricultura, para a
corregdo do pH em solos acidos (comunicagdo verbal).

A utilizag8o da casca de ovo na alimentagdo humana aumcenta o scu valor agregado;
sendo a casca uma fonte rica em sais minerais (cerca de 95 % da sua composi¢do),
produtos suplementados com este mineral podem ser utilizados em dietas especiais para
pessoas com deficiéncias na formagdo de sua matriz Ossea (osteoporose, osteomalacia,
ostcitc) (Baker et af. 1991), raquitismo- ¢- outras docngas quc afctam tanto- ideses como-
criangas (Arruda, 1995).



InOmeras preparagOes a base de calcio € alimentos enriquecidos com calcio, tém
surgido no mercado nos Gltimos anos, para suprir uma dieta insuficiente e chegar-se a dose
diaria recomendada, no entanto, pouca atengdo tem sido dada ao estudo da disponibilidade
biolégica do-céleio proveniente de-diferentes fontes (Fsugawa, ef al., 1995).

| Nos EUA a dose diaria recomendada (DDR) pelo Food and Drugs Administration é
de 800 mg de calcio, e no Japdo a DDR ¢é de 600 mg para adultos (Tsugawa et al., 1995).

Visando-se estudar o potencial tecnolégico da casca de ovo de galinha com
aplicagho em difcrentes niches de- mereagia; desenvolveu-sc; este- trabatho; devido- a esta
aplicagfio dar-se em campos de conhecimentos diferentes, € 4 utilizagio de metodologias
ambiguas na obtengfo dos produtos, dividiu-se o trabalho em duas etapas.

No TOMO 1 o objetivo foi a obtengdo de sais de célcio soliveis, a partir de cascas
de ovos tratadas com- diferentes acides; estes sai-s» podem sef usados na- mdustria de-
alimentos como complemento ou suplemento alirﬁentar. Estudou-se a casca de ovo,
visando-se determinar sua composigdo fisico-quimica, estrutura microscopica e qualidade
microbiologica.

No TOMO- It o objetivo.foi. a obtengdo de produtos-base para.serem.usados em-
implantes Osseos, a partir da cascga de ovo; l:).ara.'estc ﬁm; deve-se eliminar as proteinas
presentes na casca, evitando-se assim possiveis reagdes de rejei¢do pelo membro
| implantado. Investigou-se a composi¢gdo em termos de amino &acidos e as proteinas
presentes: nas: membranas da casca; considerando-se-que-& sobre estas- membranas onde-se-
formam os primeiros nucleos de cristalizagdio da casca, algumas destas proteinas podem ter

a capacidade de induzir & mineralizagéo do célcio.



TOMO I

VALORIZACAO DA CASCA DE OVO
COMO COMPLEMENTO OU SUPLEMENTO ALIMENTAR



1. INTRODUCAO

1.1. COMPONENTES DO OVO

O peso médio de um ovo de galinha € 55-65 g, o qual pode variar de acordo com a
espécié e o tempo decorrido apds a postura do ovo. Este peso pode ser distribuido entre

quatro componentes principais (Tabela 1).

TABELA 1 - Principais componentes dos ovos de galinha

Componente Peso * % do total ®
» (g) -
Clara 37 61.5
Gema | 17.3 | 29.0
Casca ‘ 55 ’ 9.1
Membranas. o 0.25 . 04
Total , 60 , 100
Fonte: Thapon ef Bourgeois (1994)
% Valor médio

De acordo com Cheftel (1989), 0 ovo inteiro contém entre 6 a 8 g de proteina de
alta qualidade e entre 5 a 7 g de gordura, das quais menos de 2 g sfo insaturadas. Além
destes nutrientes, apresenta quantidades consideraveis de vitaminas e sais minerais;

tem win pH o torno de-7.0-2 7.6 c-aprescata uma composiclo caractoristica (Tabela 2):

TABELA 2 - Principais nutrientes dos ovos de galinha

Nutriente Composi¢do”
_ - (%)
Agua 65
Proteinas | B 12
Lipidios _ gl It
Carboidratos. 3 . L
Minerais 1 11

Fonte: Cheftel (1989)
? Vator médio



1.1.1. Casca do ovo

A casca do ovo € composta por vanias camadas porosas, de modo que sdo
3 permeaveis & agua , € aos gases, 0 que permite a respiragiio do embrido (Tinoco, 1983).

Conforme Thapon et Bourgeois (1994) e Brake et al. (1997), a casca constitui uma
barreira protetora, inclusive.contra a penctragio- de.microrganismos; sua parte-externa 6
composta por uma micro pelicula protéica (denominada cuticula), pouco solavel em ‘égué,"
de espessura compreendida entre 10 a 30 um. A camada calcaria subjacente é composta
por uma rede de fibras protéicas, entre as quais se inserem cristais de carbonato de célcio
(96 % do peso da casca); carbonato_de magnésio (1.%)e fosfato de caleio (1 %).

A casca apresenta, em média, a composi¢io apresentada na Tabela 3.

TABELA 3 - Composi¢iio média da casca do ovo de galinha

Constituinte Com posi(:{ioa
] )
Minerais 96
Proteinas , | 3
Agﬁa 5 t

Fonte: Thapon et Burgeois (1994)
? Valor médio

Burley & Vadehra (1989) afirmam que a casca possui ainda duas membranas
internas, constituidas por uma mistura de proteinas ¢ gheoproteinas, intimamente hgadas
a casca, exceto em uma das suas extremidades, onde elas separam-se para formar a cdmara
de ar.

Segundo Simons (1971), a cuticula ¢ depositada sobre a casca do ovo, durante sua
formagfio; ¢ composta por ocrea de- 90% de-proteinas; carbeidrates-¢-poquonas quantidades-
de lipidios; desidrata-se logo apds o ovo ser posto, tornando-se uma barreira contra a
invasfio de microrganismos e perda de 4gua.

A cor da casca dos ovos depende de pigmentos presentes na aliinentaqﬁo ministrada
as galinhas ¢ da raga dostas; es oves da raga Leghora-sio de-casea nitidamentc brancs;
enquanto que os das outras ragas sdo de tonalidades marrom avérmelhadas; ndio existe
diferenga na qualidade, valor nutricional, caracteristicas de cozimento ou espessura da
casca, entre os ovos de casca branca ou vermelha (Lopez € Nomura, 1996).

Nys (1990). afirma que- o céloio- da- casea provém- do- calcio- idnico- presente- no-
sangue da galinha; cerca de 60 % do carbonato ¢ produzido a partir do gds carbonico

sangiiineo, baseando-se na reagéo:



CO, + H,O > HCOs™ i > CO; —

anidrase carbonica

Em casos de caréncia de calcio na alimentagio, a galinha ¢ capaz de absorver até
58% do calcio do seu esqueleto; a necessidade didria de calcio por uma galinha é de cerca
de 2,2 g, a fim de que possa botar ovos de bom tamanho € com a casca resistente (Vicenzi,
1996), sendo que- Roland, Bryant & Rabon (1996) apresentam um limite didrio de-céleio-
na dieta de 3,85 %, B o |

O carbonato de célcio, maior constituinte da casca, € um cristal amorfo que ocorre
naturalmente na forma de calcita (crisiais q'hexagonais); apresenta uma baixa solubilidade:
1 litto de agua & 18°C dissolve 13 mg- de caloita. Os- cristais- de- caleita. ovorrem:,
naturalmente em rochas calcanas, 0ssos, cascas de ovos; nas conchas de corais encontrarﬁ;
se cristais na forma de aragonita (Durrant, 1964).

Pode-se sintetizar o carbonato de calcio em laboratério, na forma de um fino
precipitado pela adigo do-uma seluglo do-carbonate: de-amdnio- c-ambnia a uma sotuglo
de njtratb ‘de calcio, o qual tem sido punficado por recristalizagdo. O po obtido €
amplamente utilizado na industria cosmética; € branco, microcristalino, inodoro ¢ insipido;
dissolve-se no acido carbonico e nos acidos organicos mais fortes, aSsim como em acidos
mincrais diluides (Bonadco, 1963).

| Uma outra; forma obter-se 0 carbonato de calcio € precipita-lo na forma de sal
calcico, & partir do acido carbdnico; o produto assim obtido ¢ um po insolivel usado em
cosmetologia, como topico, sendo um bom absorvente de liquidos e gorduras (Fonseca &
Prista, 1984).

De acordo com Shreve & Brink Jr. (1980), pelo aquecimento do carbonato de
célcio (proveniente principalmente de depdsitos calcarios, marmore, greda ou de cascas
de ostras), pode-se obter o Oxido de calcio, matéria-prima basica na industria quimica,
para a produgdio de-cal. A reagio do-calcinagio (queima); comercialmentc rcalizada cm-alto

forno por volta de 900°C, é descrita abaixo:

CaCO3_(s) _pa_tm__> CaOgs) + COxp
900°C '



1.2. COMPLEMENTOS ALIMENTARES

Historicamente o uso de complementos ¢ suplementos alimentares tem sido
estudado e utilizado como uma eficiente técnica no controle de doengas, na drea de saude
publica, tais como beri-béri, anemia € outras. Substdncias bionutricionais
‘especificas - vitaminas, mincrais, amino- dcidos. - podem ajudar a provenir doengas.
cr(“)hicas € fnelhorar a qualidade de vida (Sloan & Stiedemann, 1996). |

Uma destas substincias € o célcio, sendo este 0 mineral mais abundante em nosso
corpo ¢ o principal constituinte dos ossos e dentes. A ingesta inadequada de calcio esta
associada com algumas dogngas, como & osteoporose; o que temr levado. ao-
desenvolvimento de um graﬁde nimero de prodt;tos enriquecidos com este mineral, nos
ultimos anos (Baker et al., 1991).

Segundo Labih;GoldScher & Edelstein (1996), o corpo humano é totalmente
dependente- de Ui supnmemo extorno de- ea}cm seja ele nﬁtncmna} oy sup}ementaf visto-
que este nao ¢ capaz de produzu minerais; atualmente tem bldO lncremcntddo 0 uso de
alimentos processados enriquecidos, suprindo assim grande parte da necessidade
fisiologica de sais minerais.

A biodispenibilidade- de- edloio, proveniente de- difcrentes fontes, tem sido- objetivo-
de pesquisas ha varios anos, em humanos ¢ animals, ¢ existe uma consideravel
controvérsia relacionada a solubilidade e biodisponibilidade destes sais; esta solubilidade é
incerta, mesmo nas condigdes extremamente acidas do estdmago entretanto, supde-se que
oS sais deea}cm a}tamemae soluveis sejam melhef absorvides (Tsugawa et af., 1995).

Fu_]ltd et al. (1996) cstudaram a blodlsponlblhdade do calcio proveniente de cascas

de ostras aquecidas a 900°C comparando-o com CaCQj3 puro, e concluiram que o primeiro

apresentou uma biodisponibilidade superior aquela do sal puro.

Atualmente s3o encontrados no mercado diferentes sais de cdlcio para a
suplementagdo de alimentos, tais como carbonato, fosfato, citrato, lactato ¢ gluconato de
calcio; para optar por um destes sais, deve ser considerada sua biodispdnibilidade e
solubilidade (Arruda, 1995).

De acordo com Tsugawa et af. (1995), o carbonato de-céleio é um dos sais de-edleio-
mais amplamente usados na suplementagdo alimentar, principalmente devido ao alto teor

de calcio presente por unidade de peso do sal.
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A maior fonte de calcio na dieta humana ¢ o fosfato de calcio; 0 maior problema na
determinagdo de um padriio nutricional deste mineral é a insolubilidade da maioria dos
seus sais; pode-se relacionar as trés formas deste fosfato em ordem crescente de
solubilidade; come-a scguir:

Ca; (POy), < CaHPO4 < Ca(H;POy),

Arruda (1995), Keshavarz (1996) ¢ Vicenzi (1996), afirmam que a suplementagfio
da dieta com vitaminas, como colecalciferol (vit. D;) e acido ascorbico (vit. C), estimula a
absorgdo do calcio e do fosforo pelo rim, devido a agfo dos metabdlitos destés vitaminas,
que- atuam como- hormonioes; a vitamina D; s& &pfesenxa esta- atividade. apds- ser
transformada pa sua forma aproveitavel 1-25- (OH), D; (D1h1dr0x1-wleodluferol) que
regula inimeras rea¢des de metabolismo do célcio e do fosforo e, em conseqiiéncia, da
bquahdade da casca do ovo. v

De- acordo-com- Dawson-Hughes. (1990) & ﬁecesmdade de suplementag:ao minima
para ter-se um efeito positivo, € de cerca de 1000 mg. ' ' ' '

Por outro lado a ingesta excessiva de calcio na dieta humana esta assoc1ada com
algumas doengas, tais como o dep051t0 de calculos renais, em pessoas que apresentam uma
baixa absor¢iio de-sais de-caleto pelo organismo oy, deficiéncias vitaminicas como baixas

- concentragOes de colecalciferol (D3).

1.3. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

Conforme Rodrigues (1995), as intoxicagles alimentares causadas por salmonelas
provenientes da contammagao de ovos tém sido um problema para a saude publica, bem
como despertado grande preocupagdo no consumidor e, sem davida alguma nos proprios
avicultores; um ovo pode estar contaminado com esta bactéria, sem que-apresente qualquer
diferenga na sua aparéncia ou odor de um ovo ndo contaminado.

No 1inicio da década de 90 tinha-se a estatistica de que, aproximadamente, 1 ovo em
ca(ia 10.000 ovos produzidos, estava contaminado com Salmonella enteritidis, atualmente
afirma-se- que- esta relaglio seja ainde mator mas, nfo existe- renhum- estudo- cientifico que-
comprove este aumento (Puzo, 1995).

Segundo Rlumenthal (1990), os sintomas da intoxicacio por Salmonella enteritidis
geralmente incluem febre, diarréia, vomito, dores abdominais, e cefaléia; desenvolvem-se a
parttfde 12 a 36 horas: apos a ingestdo-do-alimento-contaminade; pedende-persistir por até-

4 a 7 dias, ¢ a maior parte das pessoas contaminadas recuperam-se sem o tratamento com
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antibioticos; no entanto, a diarréia pode ser forte o suficiente para causar a hospitalizagio,
mesmo em pessoas saudaveis; em casos mais graves, a bactéria pode se espalhar do trato
intestinal para a corrente sangiiinea, € dai para outros 6rgéos, podendo causar a morte do
paciente; a MEnos que-a pessoa seja imediatamente-tratada: com antibidticos.

Sdo mais vulneréwciS a contaminagdo por salmonelas os recém-nascidos ¢ criangas,
os idosos, mulheres gravidas, pessoas que ja tenham seu sistema imunologico debilitado
por doengas graves, como por exemplo AIDS, pessoas desnutridas e outras (Gast, 1997).

A b_éte%éri& Salmonella-enteritidis-pode-sobreviver cm- dguas, fezes, sangue-ou- em-
 outros animais, como ratos, que levam | 0s rnicrdrganismos a gfanja; estes crescem
rapidamente, podendo contaminar intimeros ovos limpos, quando misturados com um ovo
contaminado (APHA, 1992).

Além da contaminacio de- oves por salmonclas (o microrganismo- com maior
incidéncia na indistria avicola), alguns autores tém estudado a presenga de outros
patogenos, tais como Escherichia coli O157:H7 (Stanley et al., 1996), Listeria
monocytogenes ¢ Aeromonas hydrophila ( Sheldon & Schuman, 1997) e outros.

A eﬁﬁtaminagéb»de- OVOS.por microrganismos. pode ocorrer.de duas-formas: interna-
ou externa, no proprio meio ambiente; quando 2 contaminagio ¢ de origem interna, esta
contammaqao ocorre no proprio orgamsmo infectando o ovario de galinhas aparentemente
saudavels e contammando 0s 0Ovos, antes que a casca seja formada quando ndo ocorre a
contaminagho interna, o ovo recém-posto normalmente no- apresenta MICFOrganisSmos; osta
contaminagdo pode ocorrer pelo contato da casca com fezes nos ninhos, caixas de postura,

equipamentos contaminados ou pelo proprio manuseio do ser humano ( Rodrigues, 1995).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIA PRIMA

A maténa-prima utilizada foi cascas de ovos de galinha (brancos e vermelhos),

cedidas pelo comércio local (padarias, confeitarias) da cidade de Florianopolis - SC.

2.2. METODOLOGIA

Apresenta-se o fluxograma de valorizagio da casca para uso como complemento

alimentar no Anexo 1.
2.2.1. Preparo da Matéria Prima

a) Selegdo: descartou-se cascas com excesso de sujidade ou depoésito de matéria
orgénica. |

b) Lavagem: as cascas foram lavadas manualmente em agua destilada e o residuo
de- claras adcrlde as m\,mbranas fot separado:

L) Sccagcm foram secas a 60°C, em estufa com circulagio forgada de ar FABBE,
durante 60 minutos. v

d) Moagem: ap6s secagem, as cascas foram moidas, com o auxilio de um moinho
de marteto TECNAL.
B ¢) Peneiramento: o poé obtido foi passado através de um conjunto de peneiras
(¢ = 1000, 800 ¢ 500 um), para a separagio das duas fragdes visivelmente obtidas:
minerais (formando um p6 fino), € a membrana (na forma de pequenas escamas), sendo
que a membrana ficou retida na peneira de 800 pm e o pé da casca passou por esta; o
conjunto de peneiras foi agitado com o auxilio de um agitador Ro-tap, durante dez
minutos. _ _ _

f) Pesagem: utilizou-se em cada experimento 50 g do' po de. cascas peneirado, as
quais foram submetidas ao- tratamento- com: dxferentes dcidos a dlferentes concentragdes,

tendo-se 9 solugdes de tratamento diferentes.
2.2.2. Descrigdo do processamento

a) Tratamento acido: as nove porgles de casca preparadas previamente foram
tratadas com solugGes de acido citrico, acido acético e acido lactico, nas concentra¢des de

10,20 e 30 %; em todos os casos usou-se 100 ml désolﬁgﬁo para 50 g de amostra.



As cascas ficaram submersas nestas solugGes durante 12 horas, sob agitagio
constante com o auxilio de um agitador magnético QUIMIS.

b) Lavagem e purificagéo : apds o tratamento com os diferentes acidos, os sais
obtidos foram lavados com 50- ml de- dlcool etilico- por varias vezes, renovando-se- a
solugdo de lavagem até que o pH do sobrenadante estivesse pr0x1mo a neutralidade, apos
centrifugagio a 5.000 g durante 5 minutos; usou-se alcool etilico para esta lavagem devido
a baixa solubilidade dos sais obtidos neste reagente, por exemplo, o citrato de calcio
apreseﬁt& uma so}ubahdade de- 06,0065 g / 100m} de-dlcool - o lactato; de-caleio, ¢ insokivel
em alcool etilico (Weast 1980) 7

¢) Secagem: todos os produtos foram secos a 60°C, em estufa com circulagdo
forgada de ar FABBE, durante 30 minutos.

d)Pesagem: pesou-se os sais obtidos-para calcular o rendimento de-cada tratamento.

¢) Calculo do rendimento da reagdio : para o calculo do rendimento da reagdo (em
termos do sal obtido), deve-se considerar o peso molecular (PM) de cada sal, a massa
1mclal de carbonato (m,) ¢ a massa final obtida (my). |

No caso do tratamento da casca com o 4cido Iictico a reag:ao pnn01paI que deve

ocorTer € a segulntc .

C3C03 + 2H(C3 H503) + Hzo_____.> Ca(C3 H503) + COz + 2H20
carbonato.. acido-lactico- . agua- lactato-de-calcio- gas agua-
de calcio : carbénico

Bascando-sc no fato dc quc ccrca dc 95 % da casca constitui-sc por CaCO3
(Thapon et Bourgeois, 1994), como partiu-se de 50 g de casca, tinha-se inicialmente

aproximadamente m; = 47,5 g de CaCO3 em cada expenmento

CaCO3 (PM = 100,09 g/gmol) _ Ca(C3 IT503 ) (PM = 129,11 g/gmol)
Se: 1 mol CaCO3 forma - 1 mol Ca(C; Hs03 )
100 09g - 129,11 g
entdo: m;=475gde CaCO3 JeveriaTormar = X

= 6127¢g .Ca(C:; Hs03)
'O rendimento da reagdo (n) € calculado pela seguinte equagdo :

ms
61,27

’2:
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Determinou-se qual a melhor concentragio ¢ o methor acido para o tratamento da
casca, conforme o rendimento da reagdo e as caracteristicas reolégicas dos nove produtos
obtidos. Posteriormente, foi feito novo tratamento da casca, para obter-se o produto base
para: sup}emegtaqaa\ahmentan ' ' |

) Téstc de solubilidade: acompanhou-se a reagdio entre o acido que apresentou o
melhor rendimento e a casca, através de medidas do pH do sobrenadante da mistura.
Partiu-se de 50 ml de cada solugfio acida (10, 20 e 30 %), mediu-se o pH inicial das
solugdes, adloieﬁou-se qua;ntldades caﬂhemdas de- casca sob- agitagie- constantc- com o
auxilio de um dgltador magnetlco QUIMIS durante 60 minutos; deixou-s¢ repousar
durante 10 minutos e tomou-se uma aliquota do sobrenadante para a leitura do pH, e assim
sucessivamente, até que as solugdes estivessem saturadas (o sal de calcio precipitbu).

g) Identificaglio-do-sal de-céleio- obtido: fot feita uma anélise-qualitativa no- produto-
obtido para.c‘ertiﬁcar-se de sua composigo (acetato, lactato ou citrato de calcio, conforme
o acido que apresentou o melhor rendimento), usou-se metodologia oficial para
idehtiﬁcagﬁo de ions acetato, laétato ou citrato.

No caso do- ion- citrato- adiciona-se, a- 15 ml de- piridina; alguns mg-da amostra-
dissolvida ou suspensa em 1 ml de dgua dcsﬁlada; agita-se € adiciona-se 5 ml de anidndo

acético a mistura; deve aparecer uma coloragdo vermelha, apds agitagio (AOAC, 1992).

2.2.3. Composi¢do centesimal da maténia-prima

Foi determinada a composi¢@o em termos de nutnientes presentes na casca de ovo,

conforme metodologia oficial.

a) Umidade : determinou-se 2 umidade da casca por pesagem direta da amostra
inicial e do residuo, apos aquecimento em estufa a 105°C été peso constante (AOAC,
1992).

b) Proteinas : O teor de proteinas foi analisado seguindo-se o método oficial
Kjeldahl (ACAC, 1992). !

¢) Lipidios : O teor de lipidios foi analisado seguindo-se 0 método oficial Soxhlet
(AOAC, 1992).
por colorimetria (Clegg-Antronc), basedndo-bc no teor de amidos hidrolisaveis e agicares

soltiveis (Novoa et al., 1993)
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¢) Minerais : determinou-se o teor de cinzas da casca por pesagem direta da amostra
inicial e do residuo ap6s calcinagiio em mufla a 650°C durante 4 horas (AOAC, 1992).
f) Fosforo: foi determinado por colorimetria apds dissolugdio das cinzas com HCl e

reagdo destas com vanadato-molibdato de amonio (Pregnolatto & Pregnolatto, 1985):

2.2.4. Composigdo quimica da casca in natura

Determinou-se os principais componentes quimicos presentes na casca de ovo in
natura, por Difragdo de Raio X (DRX) (Miranda-Pinto et al., 1996), sendo que a amostra
utilizada foi a mesma preparada para a analise de SEM, uma vez que esta analise ¢ feita em
pmalelﬂ RO- MESMO: eqmpaments a analise- de- DRX foi reahzada com o auxthio- do-um-

miCcToscOpio cletromco de varredura Phlllpb XL 30.

2.2.5. Estrutura microscopica da casca in natura ¢ apos tratamento acido

Analisou-se a estrutura microscOpica da casca através de microscopia eletronica .de
varredura (MEV), com o auxilio de um microscopio eletronico de varredura Philips XL 30.
As amostras de casca de ovo € membré.na_in natura e casca de ovo apos tratamento com
dcido- citrico- 30~ % foram- pxcparadas da. s«,gumtc forma: fixou-sc-as amestras conr fita
dupla-face sobre suportes de dlummlo Tecobriu-se entdio, com uma camada de ouro de

350 A° de espessura em um aparetho a vacuo Polaron E5000 (de Francisco, 1989).

2.2.6. Avaliago microbiologica:

A casca de ovo in natura ¢ o sal de calcio obtido foram submetidos a testes
microbioldgicos, conforme metodologia oficial:

a) Contagem de Coliformes Tofais é dé origem Fecal - Técnica NMP, conforme
Anexo 2 (APHA, 1992).

b) Detecgdo de Salmonella spp - Mctodo convencional, conforme Anexo 3
(APHA, 1992).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. RENDIMENTO DA REAGAO DA CASCA COM ACIDO

Entre as solugOes utilizadas, a que apresentou o melhor resultado foi a solugdo de
ac. citrico 30 %, obtendo-se apos lavagem e secagem do sal, 74 g de produto; em todos os
_ testes partiu-se de 50 g de casca. Calculou-se, entfio o rendimento da reagdo:

Para o Qa_CQg (carbonato de calcio)  —=> PMcap = 100,09.g/gmol .

Para o Ca(Cs HsO7 ) (citrato de calcio) —=> PMy, = 230,13 g/gmol
=48 g CaCO; (50 g da casca com cerca de 95 % de CaCOs)

m¢= 74 g produto final

Massa de citrato de calcio que deveria ser formada para um rendimento de 100 % (y):

48 g x 230,13 g/gmol

Y= = 110,36 g de citrato de célcio
100,09 g/gmol o

X
Rendimento: nN=--x100 —p n= 67%
mg

O valor obtido para o rendimento, no caso do tratamento da casca com acido

citrico 30 % foi de 67 %.

3.2. TETE DE SOLUBILIDADE

Mediu-se o pH durante reagio da casca com solugdes de ac. citrico 10, 20 € 30 %
para determinar-se qual a quantidade ideal de casca a ser adicionada a um volume
conhecido de acido, para evitar-se o excesso de acido ou de casca. No caso da reagdo com
o-acido citrice 30 % cste valor ﬁvou mcxhor c:\phmtado obscnando-sc uma-cstabilizagdo
do pH (Figura 3), ap0s adlg,ao de 4 g de casca (wnblderando-se 0s 50 ml de acido iniciais),
atingiu-se a saturacao da solucao e o sal resultante precipitou-se. A partir deste ponto,
qualquer adicdo de casca resultou em um aumento do pH pois, tinha-se um excesso de
CaCos.
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~e&—Ac. citrico 10 %

~&Ac. citrico 20 %
—A—Ac. citrico 30 %

0 2 4.6 8 10
Casca(g).

FIGURA 3 - Evolugio do pH durante a reagfio entre solugbes de acido citrico € a casca

3.3. COMPOSICAO CENTESIMAL
ApOs analise da composigio centesimal da casca de ovo, obteve-se os resultados

apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 - Resultado da analise da composigio centesimal da casca de ovos de galinha
(Florianopolis, Agosto de 1997)

Componente i Composicﬁd >
(%)
Minerais 94
Proteinas - 4
Carboidratos 0,7
Agua N 1
Lipidios 0,3

* Valor médio
Estes resultados estdo de acordo com Chefiel et al/(1989), Thapon et Bourgeois
(~.1~\_9¢,9:4-)3 ¢, Outros autores.
- Na analise do teor de fosforo da casca de ovo, fez-se a curva padrdo (Figura 4) e

determinou-se a equag#o da reta e o coeficiente de correlagéo:

y —0,1296 x - 0,1123
R%=0,9561
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FIGURA 4 — Curva padrio para determinagio de fosforo na casca de ovo
Usando-se a equagio da reta obtida na curva padrdo, calculou-se a concentragéio de

fésforo na casca de ovo € nas membranas da casca (Tabela 5).

TABELA 5 - Concentragio de fosforo na casca de ovo € nas membranas da casca

(Florianépolis, Agosto de 1997)

Amostra _ Fés_foro,a
- (mg/g)
Casca de-ovo-de-galinha. = 1,60--
Membranas da casca 1 . 0,57

a P
Valores médios

3.4. COMPOSICAO QUIMICA DA CASCA IN NATURA

Determinou-s¢ 0s principals componentes quimicos presentes na casca de ovo
usando-se a técnica de DRX e os resultados obtidos séio apresentados na Tabela 6. O

gréﬁco de DRX obtido pode ser encontrado no Anexo 4.

- TABELA 6 - Principais elementos quimicos da casca de ovo, identificados por DRX

(Florianopolis, Setembro de 1997)

Elemento IS Composicio,
Célcio 1 47,50
Carbono - 25,84
Oxigénio 25,33
Silicio 0,74
Magnésio 0,60
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Os resultados obtidos indicam que o calcio é o maior constituinte (47,50 %) da
casca de ovo; estes dados estdo de acordo com valores apresentados por outros autores

(Thapon et Bourgeois, 1994; Leach, 1982; Whitaker & Tannenbaum, 1977).

3.,5. ESTRUTURA MICROSCOPICA DA CASCA IN NATURA E APOS
TRATAMENTO ACIDO

Analisou-se a estrutura microscopica da casca in natura, apos tratamento com
dcido citrico 30 % e da membrana da casca in natura, através de microscopia
eletronica de varredura (MEV); as amostras foram fixadas sobre um suporte e recobertas
com uma camada de ouro.

As microfotografias obtidas sdo apresentadas nas Figuras 5,6, 7 e 8.

Oet ‘Wi

BuSE 100

FIGURA 5 - MEV da casca de ovo, evidenciando (a) as duas camadas de
membranas (interna e externa), (b) os cones palisade e (c) a camada superior

onde localiza-se a cuticula.

(barra = 200 pm)
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FIGURA 6 - MEV de um corte transversal da casca in natura, evidenciando os poros (setas)
(barra= 10 pm )

Apbs o tratamento da casca com acido citrico 30 % a estrutura dos cristais presentes
no sal obtido revelou-se de forma irregular (conforme Figura 7), o que ndo € observado no
caso da casca in natura, onde tem-se cristais de carbonato de calcio de forma hexagonal
bem definida, conhecida como calcita (Leach, 1982), os quais poderiam ser visualizados

com uma ampliagdo maior da amostra anterior (Figura 6).

“F

FIGURA 7 - MEV da casca de ovo apds tratamento com acido citrico 30 %; observa-se a

distribui¢do microscdpica irregular do citrato de calcio obtido (setas), ao contrario da forma
regular do carbonato de calcio, presente na casca in natura.

(barra = 10 pm)
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FIGURA 8- MEV da membrana da casca, evidenciando o denso emaranhado de fibras
protéicas que a constituem

(barra = 100 pm)

3.6. AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Avaliou-se a qualidade microbioldgica da casca de ovo in natura e apos tratamento
com 4cido citrico 30 % com relagdo a presenga de Coliformes Totais € Fecais, € de
Salmonella spp (Tabela7).

TABELA 7 - Resultados das andlises de Coliformes Totais e Fecais (NMP/g) e
Salmonella spp (UFC /25g) na casca de ovo.

(Floriandpolis, Fevereiro de 1998)

Amostra Salmonelas | Coliformes Totais | Coliformes Fecais
(UFC/25g) NMP /g NMP /g
Casca de ovo in natura auséncia 2,1x 10% 1,4 x 10*
Casca tratada com Ac. citrico 30 % auséncia 40 x10' 3.0x 10

* De acordo com Tabela de NMP para série de trés tubos (Anexo 5).

Na legislagdo em vigéncia no Pais atualmente (Brasil, 1998), ndo existem padrdes
microbioldgicos especificos para cascas de ovos; o que existe sdo padrdes referentes a ovos

e produtos derivados (Tabela 8).
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TABELA 8 - Padrdes microbiolégicbs para ovos ¢ produtos derivados

Produto Salmonelas | Coliformes Totais | Coliformes Fecais

- (auséncia-om). | NMP(méximo) | NMP (méximo)

Ovo inteiro cru , 25 g , - _ -

Ovo inteiro cozido | 25¢g | - . -

©vo liquido pasteurizado, resfr. ou congelado | 25¢g : - - Auséneia/ b'g
Ovo desidratado ou liofilizado _ 25g - | 10/g ’

Fonte: Brasil (1998).

Comparando-se 0s valores obtidos na contagem de Coliformes Fecais na casca de
ovo tratada com acido citrico 30 % (NMP - 30), com o limite apresentado para ovo
desidratado ou liofilizado (conSiderando-se que ndo existem padrdes especificos para a
casca do-ovo), o produto- obtido- estaria- fora: dos: padrSes. cstabelecidos pela. legislagiio
(NMP = 10), N o

Esta alta contagem de Coliformes no produto final seria inesperada, considerando-se
o tratamento térmico aplicado (60°C durante 60 + 30 minutos) e as condigdes quimicas
drééticaé aﬁlica&as durante o processamentd {écido'ciirico a30 % &urante 12 horas).

O fato de-ter-se a estes presenca destes. microorganismos: pode-ser justificade- per
uma possivel recontaminagéo durante o proce.vs.éo,l visto que 0 moinho de martelos utilizado
para a moagem da matéria-prima, apds sua devida higienizagdo era também utilizado para a
moagem do produto final obtido; outra justiﬁcativa posbsivé'l ﬂ'b.ase'ia-se na estrutura fibrosa
(basicamente. protcica) no interior des poros da casca, onde- pode-se ter o acumule- de-
microorganismos, pelo dificil acesso seja por meios fisicos ou quimicos de
descontaminagfio, levando a uma alta carga microbiana, mesmo apos o processamento das
cascas.

De qualquer forma este fato € preocupante pois, considerando-se que o produto esta
fora dos limites estabelecidos pela legislagdo pertinente, ¢ o fato de que este vai ser
utilizado como matéria-prima em algﬁma formulag@o, deve-se sempre partir de um produto
livie- de- contaminagio ou, pele- menes, COM & MCROT carga bactcnana pessivel, o que-
justificaria um novo tratamento térmico“.para destruigdo destes microorganismos (como
pasteurizagdo ou esterilizagdo do produto final) ou, algum outro método de

descontaminagdo.
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3.7. FATORES ECONOMICOS

A matéria-prima utilizada (cascas de ovos) nfio apresentou nenhum custo, visto que

esta foi fornecida por uma confeitaria local. Outros fatores que contribuiram para a

composigdo do custo final do produto obtido foram os reagentes utilizados durante o
proccssamento, . os insumeos basicos.

" Pana ;ﬁtﬁ)btengﬁo de 74 g de citrato de calcio partiu-se de 50 g de casca reagindo-as

com 100 ml de 4cido citrico 30 % (30 g de acido citrico) ¢ utilizou-se também em cada

tratamento 50 ml de alcool etilico, para a lavagem 'do sal obtido; tendo-se o prego destes

FCAgERIos, Pode-sC-cOMmMPpor-o progo para obtongie do-1 kg do-citrate de-céloio (Tabela 9):

TABELA 9 - Composi¢io do custo para obtengéio de 1 kg de citrato de calcio

Reagente Quantidade utilizada * | Custo unitirio | Custo Total * (RS)
Kcido citicopa. | 40540 T R$S760/kg | R$3.08
Alcoot etitico p.a. | 0,6757 L ~ R$6,10/L | RS 4,12
* Para obtengdo de 1 kg de citrato de célcio. Y= RS 7,12

Teve-se outros gastos, dentre os quais pode-se citar:
- Energia elétrica
-Agua
- Méo-de-obra

Como estes gastos ja sfo incluidos nas despesas do laboratorio, foram
desconsiderados para a composi¢do do custo final do produto, assim como os gastos com
os meios de culturas, os quais foram fornecidos pelo\ Laboratorio de Microbiologia. No
caso da obtencio do sal a nivel industrial, estes gastos seriamt de-importincia fundamentat

Chega-se entdo ao cuSto final para a obtengfio do citrato de calcio partindo-se de
cascas de ovos: R$ 7,20 / kg de sal. Comparando-se este valor com o prego atual de
mercado (R$ 27,00 / kg citrato cie calcio p.a.), obteve-se uma redugédo de custos de 73 %;
deve-se levar em conta o fate de que-o produte dispenivel no mercado- é- pure enquanto- que-
o sal obtido a partir das cascas de ovos ¢ impuro (pode apresenta residuos de membranas,
matéria orgénica, ...), 0 que ndo descarta em hipétese alguma o seu uso como complemento

ou suplemento alimentar.



TOMO 11

VALORIZACAO DA CASCA DE OVO
COMO SUBSTITUTO DE OSSOS
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INTRODUCAO GERAL

De acordo com o Instituto Técnico de Avicultura, a Franga produziu 15,3 bilhdes
de ovos em 1994, Maior produtor de ovos da Europa, representoii aproximadamente
19.4 % da produgio naquele ano, situando-se na oitava posi¢do em termos de produgdo a
* nivel mundial, depois. da China (173 bithes), BUA (75,2), Japio (44,1), Russia (37,1),
india (24,9), Brasil (24,4) e México (21,2). Em 1995, o consumo de ovos na Franga foi de
aproximadamente 263 ovos per capita, representando um aumento de 1,2 % em relagdo
a 1994. |

Considerando-se o nlimero de ovos produzidos, ¢ o fato de que a casca representa
cerca de 10 % do peso total do ovo (aproximadamente 5,5 g por ovo), observa-se que o
volume de cascas gerado é significativo e, atualmente, apenas uma pequena parte deste
volume ¢ utilizada em alguns paises na agricultura, para corregdo do pH em solos acidos
ou, como suplemento alimentar para animais.

O objetivvo. bfincipal nesta segunda etapa do trabalho foi valonzar a casca de ovos,
utilizando-a como um substituto de ossos, em implantes (Dupoirieux, 1995). Atualmente
existem diferentes materiais sendo usados para tal fim, tais como 0sso bovino e corais, mas
o primeiro- em- breve ndo- serd- permitide- devido- & sua origem- &.0- segundo-é.uma fonte..
mutto cara. Cascas vde ovos podem représentar uma alternativa barata e eficiente,
podendo-se obter bons resultados mas, para este uso, as cascas devem estar livres de
proteinas, a fim de prevenir qualquer rejei¢ao ou reagdo inflamatoria, apds o implante.

A quelidade da-casca deo-ove- o & mineralizagdo dos ossos so influenciadas pelas -_
nutrientes ingeridos através da dieta € do grau de dlbponlblllddde destes nutrientes, sendo
que estes podem ter influéncia até sobre a produgfo dos ovos (Keshavarz, 1996).

No Cépi‘aﬂo I; utilizou-se diferentes processos para tratar a casca € procurou-se as
condi¢des ideais para preparar-se-cascas com um teor reduzide-de-proteinas:

No Capitulo 11, estudou—se a composi¢do das membranas da casca ¢ a hidrolise
enzimatica destas membranas para serem usadas também como material base para
| 1mplantes em 0ssos, considerando-se que ¢ sobre estas membranas onde inicia-se a
mineralizagio das cascas; as membranas contém- Coldgeno- Tipo I e Tipo X em sua
estrutura (Nys ef al., 1998) ¢ o Colageno Tipo X inibe a mineralizagio (Arias et al.1997).
Assim sendo, apos a extragdo ou degradagdo enzimatica deste coldgeno, as membranas

devem apresentar um melhor efeito sobre a mineralizagdo.



CAPITULO I

PREPARO DE CASCAS COM TEOR REDUZIDO DE PROTEINAS
PARA SER USAPA COMO SUBSTITUTO DE OSSOS, EM IMPLANTES
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1. INTRODUCAO

A casca dos ovos é composta por cerca de 95 % minerais, 3,3 % maténia orginica e
1,7 % agua (Thapon et Bourgeois, 1994).

Apresenta uma estrutura perfeitamente ordenada (Parsons, 1982) que resulta da
deposigdo de carbonato de calcio principalmente na forma de cristais de calcita
(aproximadamente 95 % do peso de casca), e material organico na forma de membranas e
matriz organica (3.5 %) (Gautron et al., 1996). A superficie exterior é composta por uma
cuticula de proteinas de espessura éproximada entre 10-30 um (Baker et al., 1997).

A arquitetura basica da casca € notadamente constante entre as muitas espécies da
classe Aves com uma espessura que freqiientemente varia de 280 a 400 um em galinhas da

espécie Leghorn (Parsons, 1982) e ¢ dividido em seis camadas (Figura 9).

poro

cuticula

LNy
-
>,

camada empaligada

300- 400 um
matriz orgiinica
(apds descalcificagdo)

camada mamilar

&

membranas

cones mamilares

FIGURA. 9 - Desenho esquematico da seco radial da casca de ovo
(Adaptado de Dupoirieux, 1995)

As duas camadas internas sio as membranas interna e externa da casca.
A camada subjacente ¢ chamada de mamilar, composta por cones irregulares. A camada
empalicada estende-se por 200 um desde a base dos cones, até uma capa delgada de
cristais verticais alinhada perpendicularmente a superficie da casca (Nys et al.,1998). A
cuticula, uma camada organica, é depositada na superficie externa ¢ contém a maior parte
(2/3) dos pigmentos da casca (Nys et al., 1991),

A formagdo de casca de ovo € um dos mais rapidos processos de mineralizagdo

conhecidos, € acontece diariamente durante um periodo de aproximadamente 18 horas.
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A ligago extremamente forte entre a membrana externa ¢ a casca calcificada toma
impossivel sua separacéio total, seja de forma manual ou por meios quimicos, sem o risco
de causar algum dano a camada cristalina mamilar, especialmente quando trata-se de
métodos quimices que-envolvam a cxtraglo do-céleio da casca (Reid, 1983); devide a isto,
torna-se dificil a padr(;nizagﬁo de um método para a redugdo do teor de proteinas na casca,
considerando-se que as membranas representam quase que a totalidade destas proteinas.

Desde que o primeiro transplante de ossos foi realiiadd -com sucesso em 1668, mais
de- 50 substitutes-de-0ssos j& foram descritos pela literatura (Dupoiricux et af., 1995).

Entre os météﬁais vinorgﬁnicoé,:.‘ds saié de calcio foram os primeiros a apresentar
resultados satisfatorios; eles apresentam a vantagem de imitar a fase mineral dos ossos
“humanos ¢ nfo causam nenhuma resposta imunoldgica, considerando-se que ndo
apresentam: cclulas vivas ou matriz organice (Burchardt, }983):

. Considerando-se a composigdo da casca de ovo (basicamente mineral), € o fato de
que a formagdo destas cascas representa 'um intrigante modelo de mineralizagdo,
estudou-se o uso destas cascas em implantes Osseos, a fim de estabelecer-se sua
capacidade de éstcoindugiio- (induzir a mineralizagiio de- osses) (Dupeiricux, Neves &
Pourquier, 1998). '

Miranda-Pinto ez al. (1996) estudaram o uso do carbonato de calcio, proveniente da
casca de ovo, como reagente i'nicia.l’:para a sintese de hidr(;xiéi)atita Caio (PO4)s (OH),,

uma biocerdmica amplamente-empregada em proteses dentérias ¢ dsseas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. PREPARO DA CASCA PULVERIZADA

Amostras de ovos de galinha da raga Leghorn (brancos) foram usadas em todos os
experimentos. Os ovos foram lavados em agua destilada, quebrados e esvaziados. As
cascas foram enxaguadas abundantemente em agua destilada, a membrana interna foi
separada manualmente- (Reid, 1983; Dupoiricux et al., 1995; Gautron ef of., 1996); as
cascas foram seoas a 50°C durante 30 minutos ¢ moidas manualmente com um pistilo de

porcelana, até a obtengdo de particulas com tamanho uniforme (¢pmeq = 400um.).
2.1.1. Teor de proteinas na casca pulverizada

O teor de proteinas (TP) foi analisado seguindo-se o método oficial Kjeldahl
(AOAC, 1992),com o auxilio de um bloco de mineralizagdo (1041, Bioblock Scientific) e
uma unidade dé‘ destiiagﬁo (1042, Bioblock Scientific).

O teor de proteinas foi ealoulado usando-se-o fator de-conversdo espeeifico 6,25.

Cada analise foi feita em duplicata, usando-se éproximadafnérite 1» g de amostra por

analise.

2.2. PREPARO DE CASCA COM TEOR REDUZIDO DE PROTEINAS

Diferentes tratamentos foram utilizados com o objetivo de minimizar o teor de
proteinas na casca. Em todos os tratamentos usou-se cerca de 5 g de casca pulverizada para
100 ml de cada'solugﬁo'de tratamento (com excec;ﬁd &os tratamentos de aquecimento e
hidrétise enzimatica). Depois. de cada tratamento,. os produtos-obtidos. foram- desidratados-a
50°C durante 30 minutos ¢ guardados em recipientcs hermeticamente fechados, para

andlise posterior.

2.2.1. Branqueamento com hipoclorito de sodio (Peebles ef al., 1987, Hincke et al.,
1992; Nysetal., 1998).

Lste estudo foi realizado usando-se solugdes comerciais de hipoclorito de s6dio
(NaClO) a diferentes concentragdes: 3,1 % de cloro ativo (12° Clorométricos) e 6,2 % de

cloro ativo (24° Clorométricos). Os tratamentos foram feitos 4 temperatura ambiente € 4
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30°C, sob agitagdo constante com o auxilio de um agitador magnético FANEM mod.258,
durante 24 horas (as solugdes foram renovadas depois das primeiras 12 horas); logo apos,
as solugdes foram descartadas € o pé retido foi lavado por 10 vezes com 200 ml de 4gua
destilada em cada lavagem, a fim de- s}imnaf o c}q;o; residual. Na Gltima- l-ay@gg;m« foi feita
uma centrifugagdo a .5.000 g/min. durante S5 rn‘inutos, a fim de elimin@r as membranas

residuais, € 0 sobrenadante foi descartado.
2.2.2. Tratamento acido

Este estudo foi realizado usando-se  solugtes de HCl IN. Os tratamentos foram
feitos a temperatura ambiente durante 20 minutos sob agitagdo constante com o auxilio de
um agitador magnético FANEM mod. 258; logo apos, a lavagem foi feita da mesma forma

que no-branquoamento.
2.2.3, Tratamento alcalino

Utilizou-se as mesmas condigdes que no tratamento acido, usando-se, neste caso,

uma solugdo de NaOH 1N; ao final, a lavagem foi feita da mesma forma.

2.2.4. Tratamento de oxidagdo

Este estudo foi realizado usando-se solugdes de HyO; a diferentes concentragdes:
35 % e 17,5 % (v/v). Os tratamentos foram feitos & temperatura ambiente € a 30°C, durante

6 e 24 horas, sob agita¢do constante com o auxilio de um agitador magnético FANEM

mod.258: Apos o tratamento, a lavagem foi feita da mesma forma.
2.2.5. Branqueamento associado com tratamento acido
Depois do tratamento de branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo a 30°C durante

24 horas, uma parte dos produtos obtidos foi submetida ao tratamento 4cido, sob as

mesmas condigdes usadas no primeiro tratamento acido.
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2.2.6. Branqueamento associado com tratamento alcalino

Depois do tratamento de branqueamento usando-se 6,2% Cl ativo a 30°C durante
24 horas, uma parte dos produtos obtidos foi submetida ao tratamento alcalino, sob as

mesmas condi¢des usadas no primeiro tratamento alcalino.

2.2.7. Aquecimento

Este estudo foi realizado usando-se 5 g de cascas pulvenizadas em cada analise, as
quais foram submetidas a diferentes temperaturas em mufla: 400, 300 e 150°C, durante 3

horas.

2.2.8. Branqueamento associado com  aquecimento

Depois do tratamento de branqueamento (item 2.2.1), uma parte dos produtos

obtidos foi submetida ao aquecimento & 300°C, durante 3 horas.

2.2.9. Aquecimento associado com branqueamento

Depois do aquecimento a 400, 300 ¢ 150°C durante 3 horas, uma parte - dos
produtos obtidos foi submetida ao branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo a 30°C,

durante 24 horas.

2.2.10. Aquecimento associado com oxidagdo por HO,

Depois do aquecimento & 400°C durante 3 horas, uma parte dos produtos obtidos

foi submetida a oxidag3o usando-se HyO, 35 % a temperatura de 30°C, durante 24 horas.

2.2.11. Hidr(')lise enzimatica

A enzima usada foi a pepsina 1:2.500 (Pepsin UM, EC 3.4.23.1) da Sigma (Sigma
Cia. Quimica, St. Louis, MO. EU.A)).

Este estudo foi realizado usando-se uma solug@o contendo 0,05 % de pepsina em.
acide acético 0,5 M. Duas taxas diferentes de- enzima/substrato- (E/S) foram usadas:
E/S =20 % ¢ E/S = 40 %); para o primeiro teste, usou-se S g de casca pulverizada em 50 ml
de solucgdo de pepsina 0,05 %; para o segundo teste usou-se S g de casca em 100 ml de

solugdo de pepsina 0,05 %.
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A hidrolise foi feita a 37°C durante 24 horas (Arnas et aol., 1997), sob agitagdo
constante com o auxilio de um agitador magnético FANEM mod. 258. Ao fim deste
tempo, o conteudo inteiro foi submerso em um banho-maria em ebuligio durante 10
minutos, para inativar a atividqd; da enzima.

ApOs hidrolise, centnifugou-se a mistura 4 5.000 g/min. durante 5 minutos e
descartou-se 0 sobrenadante; o solido retido foi lavado da mesma forma descrita no

item2.2.1.

2.2.12. Hidrolise enzimatica associada com branqueamento

Depois da hidrolise enzimatica a taxa E/S = 40 %, uma parte dos produtos obtidos
foi submetida ao branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo a 30°C, durante 24

horas, sob agita¢do constante com o auxilio de um agitador magnético FANEM mod. 258.

2.2.13. Tratamento de oxidag@o por plasma ashing (Reid, 1983; Kim, 1995)

O plasma ashing, técnica que faz uso do fato de que o gas oxigémo, quando
ionizado pela aplicagio de energia de radio freqii€ncia, sob condigdes de pressdo
cuidadosamente controladas, forma um plasma altamente reativo, a baixa temperatura. A
rcagio- catrc o plasma formado ¢ o carbono Prescntc na amostra FCMoVe o compenentc_ ,_
organico, enquanto deixa o material crlbtahno intacto. '

Este estudo ¢ realizado colocando-se amostras sobre placas de _vidro dentro da
camara da unidade de plasma quimico; a seguir, ¢ feito o vacuo na camara de reagdo € o
O3 ¢ injetado. A-poténcia aplicada foi de 100:W durante trés tempos diferentes: 15, 30 e
45 minutos.

Estes tratamentos foram realizados no Centro de Transferéncia de Tecnologia,

Le Mans, Franga.

2.2.14. Plasma ashing associado com bfanqueamcnto

Depois da oxidag@io da casca por plasma ashing, uma parte dos produtos obtidos
foi, em seguida, submetida ao branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo a 30°C, durante

24 horas ¢ lavagem.
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2.3. DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINAS EREDUCAO DE PROTEINAS

O teor de proteinas (TP) de vtodos os produtos obtidos foi analisado pelo método
oficial Kjeldahl (AOAC, 1992).

A reducio no TP depois de cada tratamento foi calculada relacionando-se o

contetido-de-proteinas-aps o- tratamento; com-o-contetido-de-proteinas na ameostra inicial,
de acordo com a equagio:

TPiniciat = TP final
Redugdio = ( ) x 100
TPinicial

24. TEOR DE  PROTEINAS EM ALGUNS MATERIAIS USADOS PARA
IMPLANTES EM OSSOS

Analisou-se o teor de proteinas em alguns matenais que s3o atualmente usados
como substitutos de o0ssos, em implantes: casca de ovo de avestruz, concha de coral e osso
bovino.

O teor de proteinas foi determinado pelo método oficial Kjeldahl (AOAC, 1992).
2.5. DISTRIBUICAO GRAN ULOMETRICA DA CASCA

Utilizou-se cascas de ovos marrons para realizar este experimento, sendo o Gnico
teste no qual usou-se cascas marrons, por motivos econdmicos, visto que trabalhou-se com
quantidédes de amostrzi.sv‘bem maiores do que aquelas usadas até entfio; os ovos de casca
branca representam uma pequena. parte. dos oves produzidos. na Buropa e
consequentemente, s80 mais caros que‘ aqdélcs de casca marron. As cascas foram trituradas
em um mixer durante 2 minutos e depois por uma série de peneiras, com aberturas de: 400,
300, 150, 75 ¢ 50 pm; o conjurito de peneiras foi agitado com o auxilio de um agitador
Ro-tdp.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISE DO TEOR DE PROTEINAS NA CASCA PULVERIZADA

Sete amostras de casca pulverizada (sem membranas) foram preparadas, ¢ a analise

do teor de proteinas nestas amostras apresentou um valor médio de 2,55 % + 0.14.
3.2. REDUCAO NO TEOR DE PROTEINAS

Os dados obtidos para a redugio no teor de proteinas sdo apresentados a seguir. Nos
tratamentos onde tinha-se mais de uma varidvel ou seja, temperatura, concentragio da
solugio ou tempo de tratamento (Tabelas 9 a 16), os dados foram tratados
estatisticamente; fez-se-uma andlise.de-varidncia (ANOVA), a fim-de-verificar a existéncia-
de diferengas significativas entre eles, a um nivel de significincia de 5 %. Utilizou-se, para
tal andlise, o software Statgraphics 7.0 e fez-se a analise ANOVA unidimensional.

Como na ANOVA verificou-se diferehgas significativas entre os valores, fez-se um
teste- de- amplitude. para identificar entre- quais tratamentos. tinha-se- diferengas .

significativas. Fez-se esta analise através do teste de Tukey.
3.2.1. Branqueamento com hipoclorito de sodio

Os resultados deste tratamento sdo apresentados na Tabela 10,

TABELA 10 - Redugdo no TP na casca tratada por branqueamento
(Rennes, Abril de 1998)

Tratamento - Redugio_no TP*
3,1% NaClO, temp. amb. 57,85
6,2% NaClO, temp. amb. 62,23
3,1% NaClO, 30°C | 0 60,64
. 6,2% NaClO, 30°C | b 6347

* valor médio; todos os valores sdo estatisticamente diferentes, ao nivel de significincia de 5 %.

3.2.2. Tratamento acido

\

O valor médio de redugdo de proteinas nas cascas tratadas por HClI IN a

temperatura ambiente durante 20 minutos foi de 33,73 %.
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O tratamento acido das cascas resultou em indices muito baixos de redugdo no teor
de proteinas, principalmente quando comparado com outros tratamentos (por exemplo,

82,34 % de redugdo obtidos apés hidrélise enzimatica associado com branqueamento).

3.2.3. Tratamento alcalino

Cascas de ovo tratadas com NaOH 1IN a temperatura ambiente durante 20 minutos
apresentaram um valor médio de redugéo no teor de proteinas de 9,66 %.

Tanto no caso do tratamento acido quanto no tratamento alcalino nio obteve-se
- valores satisfatorios para é redugdo do teor de proteinas. Dstes fatos podem estar
rélacibnados com a estrutura da membrana, basicamente protéica, contendo colageno.
Pode-se ter causado reagdes de gelatinizagio deste coldgeno visto que por exemplo, para a
extragdo de gelatina a partir da pele de suinos utiliza-se so.l:ucﬁesv de acido cloridrico em
pH: 4 ¢, para-a extrago de gelatina a partir do couro de bovinos utiliza-se solugdes de.
hidréxido de calcio em pH 12,6 (Grant, 1980).

3.2.4. Tratamento de oxidagio

Este tratamento apresentou baixos valores de redugdo no teor de proteinas da

casca (Tabela 11), mesmo a elevadas concentragdes de H,O,.

"TABELA 11 - Redugdo no TP na casca tratada por oxidago com H,0,
(Rennes, Abril de 1998)

Tratamento . Reducio no TP *
| (%)

durante 24 horas

H0; 17;5:%, temp. amb. ‘ 14,92

H,0,17,5.%,.30°C ] 19,90.

H,0, 35 %, temp. amb. i 19,39

H,0,35 %, 30°C 38,71
durante 6 horas |

H,0, 17,5 %, temp. amb. ’ ' 15,49

H0:.17,5-%, 30°C -t 1132

ﬁz_(r)z,35 %, temp. amb. | 14,12

H,0, 35 %, 30°C 12,16

* valor médio; todos os valores so estatisticamente diferentes, ao nivel de significincia de 5 %.
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3.2.5. Branqueamento associado com tratamento acido

O valor médio de redugdo no teor de proteinas da casca tratada por branqueamento
com NaClO 6.2 % a 30°C, durante »24 horas e, logo ap6s, com HCI IN a temperatura

ambiente durante 20 minutos foi de 22,81 %.

3.2.6. Branqueamento associado com tratamento alcalino

O valor médio de redugdo no teor de proteinas da casca tratada por
branqueamento com NaClO 6.2 % & 30°C, durante 24 horas e NaOH IN a temperatura

ambiente durante 20 minutos foi de 43,26 %.

3.2.7. Aquecimento

Este estudo foi realizado a diferentes temperaturas em mufla; 400, 300 ¢ 150°C,

durante 3 horas e os resultados sdo apresentados na Tabela 12.

TABELA 12 - Redugio no TP na casca tratada por aquecimento

(Rennes, Abril de 1998)

Tratamento T Reducao no TP

ratamer Redugte
466°C 70,41
300°C = 67,75
150°C 2,57

* valor médio; todos os valores s#o estatisticamente diferentes, ao nivel de significincia de 5 %.

Todos os produtos obtidos por aquecimento apresentaram uma coloragdo marron;
sendo assim, mesmo obtendo-se uma boa redugdo no teor de proteinas da casca, estes
tratamentos devem ser descartados pois, produtos que apresentem esta coloragdo sdo

indesejaveis para utilizagio como implantes em 0s50s.

3.2.8. Branqueamento associado com aquecimento

Todas as amostras foram tratadas & 300°C durante 3 horas em mufla depois do
tratamento de branqueamento, e apresentaram valores elevados de redugio no teor de
proteinas da casca (Tabela 13) mas, todos os produtos obtidos apresentaram uma

coloracio-marron:
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TABELA 13 - Redugdo no TP na casca tratada por branqueamento e aquecimento
(Rennes, Abril de 1998)

Tratamento R Reducio no TP*
(%)
3,1 % NaClO, temp. amb., 24 h. + aquec. 68,08
6;2-% NaClO; temp. amb., 24 h. + aquec. | 67,18
3,1 %;NaCIO, 30°C, 24\.___.11, + aquec. : 71,36,
6,2 % NaClO, 30°C, 24 h. + aquec. _ 69,49

* valor médio; todos os valores sdo estatisticamente diferentes, ao nivel de significancia de 5 %.

3.2.9. Aquecimento associado com branqueamento

Todas as amostras foram tratadas por branqueamento (NaClO 6.2 % a 30°C,
durante 24 horas), depois do aquecimento ¢ os indices de redugfo no teor de proteinas sio

apresentados na Tabela 14.

TABELA 14 - Redugdo no TP na casca tratada por aquecimento e branqueamento
(Rennes, Abril de 1998)

Tratamento d Reducio no TP*
(%)
400°C, 3 h. + branqueamento R - T8BGIT
300°C; 3h. + branqueamento - 75,81
150°C, 3.h. + branqueamento ! 69,88

* valor médio; todos os valores sfo estatisticamente diferentes, ao nivel de significancia de 5 %.

Buscando-se o desaparecimento da coloragdo marron apos o tratamento, inverteu-se
a ordem, fazendo-se o branqueamento das amostras apds o aquecimento; mesmo assim, 0S
produtos obtidos ainda apresentaram a coloragio marron indesejavel para uso como

imiplante. .

3.2.10. Aquecimento associado com oxidagio por H,O,

As cascas tratadas por aquecimento a 400°C durante 3 horas e oxidagdo com H,O,
35% a temperatura de 30°C durante 24 horas, apresentaram 68,27 % como valor médio de

redugdo no teor de proteinas.
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3.2.11. Hidrohise enzimatica
Este estudo foi realizado usando-se pepsina a duas taxas de enzima/substrato (E/S),
durante 24 horas a 37°C; os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 15.

TABECLA 15 - Redugdo no TP na casca hidrolisada pela pepsina.
(Rennes, Abril de 1998)

"Tratamento ' Reducio no IP*

(%)
E/S =20 %, 37°C, 24 horas 45,79
E/S — 40%, 37°C; 24 horas a 49,58

* valor médio; todos.os valores sdo estatisticamente diferentes, ao nivel de significincia de 5 %..
ApcSar das altas taxas E/S usadas (20 % e 40 %), obteve-se baixos indices para a
redugdo no teor de proteinas.
3.2.12. Hidrolise enzimatica associada com branqueamento

A hidrolise enzimatica da casca usando-se pepsina a uma taxa E/S = 40 % seguida
~ de branqueamento com NaClO 6.2 % durante 24 horas & 30°C, apresentou 82,34 % como

valor médio de redugdo no teor de proteinas.

3.2.13. Tratamento de oxidagdo por plasma ashing

Este tratamento foi realizado em presenga de Oz, a poténcia de 100 W durante trés

diferentes tempos e obteve-se os resultados apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Redugdo no TP na casca tratada por plasma ashing
(Rennes, Abril de 1998) '

Tratamento i Reducéiio no TP*
, (%0)
02, 100 W, 45 min. : 21,78
02, 100 W, 30 min. 1 18,12
02, 100 W, 15 min. 14,88

* valor médio; todos os valores sdo estatisticamente diferentes, ao nivel de significancia de 5 %.

Esta técnica néio apresentou indices satisfatdrios de redugio no teor de proteinas;
provavelmente o tempo usado (45 minutos, no maximo) nfo tenha sido suficiente. Esta
mesma- técnica j& foi usado- pon..Reidr,(J;983)§ durante 3- horas. para.separat, a matéria

organica da casca.
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3.2.14. Plasma ashing associado com branqueamento
Fazendo-se a oxidagio por plasma ashing e o branqueamento com NaClO 6.2 %

por 24 horas a 30°C, obteve-se melhores resultados, conforme valores na Tabela 17,

Tabela 17 - Redugéo no TP na casca tratada por plasma ashing ¢ branqueamento
(Rennes, Abril de 1998)

Tratamento Reducio no TP*
(%)
02, 100 W, 45 min. + NaClO o 68,37
02, 100 W, 30 min. + NaClO 1 64,53
Oz, 100-W, 15 min. + NaClO- A 63,94

* valor médio; todos os valores sdo estatisticamente diferentes, ao nivel de significancia de 5 %.

Identificou-se diferengas significativas entre todos os tratamentos para redugio do

teor de proteinas da casca, ao nivel de significincia de 5 % (conforme Tabela 18).

TABELA 18 — Comparagio estatistica entre os valores de redugdo no teor de proteinas
(Rennes, Abril de 1998).

Tratamento - Redugione TP*
B . %)
Branqueamento (6,2 % NaClO; 30°C) : 63,47
HCI1N, temperatura, ambiente;, 20 min: , 3373
NaOH 1 N; terﬁp.amb., 20 min. 9,66
H,0, 17,5 %, temp.amb. 15,49
Branqueamento (6,2 % NaClO, 30°C)+ HCl 1 N “ 2281
Branqueamento ( _6?2 % NaClO, 30°C)+ NaOH 1 N i 43,26
Aqueciniento (400°C) " 70,41
Branqueamento (3,1 % NaClO) + aquccnmentﬂ (300°C) L 71,56
Aqucmmento (400°C) + bra.nqueamcnto (% 1 %NaClO). : 18,59
| Aquemmento (400°C).+ HyO, 35 %, 68,27
Hidrélise enzimatica (E/S = 40 %) _ 49,58
Hidrélise enzimdtica + branqueamento | 82,34
Plasma ashing (100 W, 45 min.) " 21,78
Plasma ashzng(IOOW, 45 min.) + 'bfanquemanté ' s 6837

* valor médio
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O tratamento de hidrolise enzimatica associada com o branqueamento, apresentou o

maior indice de redugéio no teor de proteinas da casca. Resultados semelhantes ja foram

obtidos por Hincke ef al. (1992), que usaram o branqueamento para separar as membranas.

3.3. TEOR DE PROTEINAS
IMPLANTES EM 0OSSOS

O teor de proteinas nestes

EM ALGUNS MATERIAIS UTILIZADOS PARA

materiais foi analisado e os resultados estio na Tabela 19.

TABELA 19 — Teor de proteinas em alguns materiais usados para implantes em 0ssos

(Rennes, Abril de 1998)

Material para implante Proteinas (%)*
“Casca de ovo de avestruz (apds branqueamento)” iE P34
Casca de ovo.de galinha (apés hidrélise enzimatica e branqueamento). | 0,70
Concha de corais 0,17
Osso bovino 29,29

* valor médio

O teor de proteinas nas

conchas dé corais é bastante rediizido; este produto é

amplamente usado em implantes 0sseos mas, apresenta um custo elevado.

3.4. DISIRIBUICAO GRANULOMETRICA DA CASCA

Analisando-se¢ a distribuigio granulométrica obtida apds este tratamento

(Figura 10), a maioria das particulas (36 %) apresentou um didmetro médio de 300 pum.

EYTRU VRS
35,00 +

30,00 +

25,00 +/

% total (p/p) 30,00 4
15,00 4
10,00 +

5,00 +

0,00

5
—+

400,00 300,00 150,00 75,00 50,00 d’ méd (I )

FIGURA 10 - Distribuig@o granulométrica da casca micronizada
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1. INTRODUCAO

As membranas da casca sdo formadas quando a gema ovulada, circundada pela
clara, entra na se¢fio de istmo do oviduto; normalmente este processo leva cerca de
1,25 horas (Chowdhury, 1990).

Pode-se . identificar duas- camadas de.membrana. na- casea de- ovo- de. galinha;
compostas por urha qadeiii de fibras proteinaceas que eri\;olvém a gema ¢ a clara.

Estas duas camadas de fibras aderem-se intimamente uma a outra, exceto na
extremidade mais afinada do ovo, onde a camara de ar ¢ formada; neste ponto, a membrana
intorna-contorna-a superficic da-clara do-ovo; enquanto-que a:membrana-externa aderc-se 4.
porgdo calcificada da casca. o " -

As membranas representam a fundagdo sobre a qual inicia-se o depdsito da casca;
sdo compostas por material altamente .insdh'xvel - principalmente proteina - cuja natureza foi
reconhecida come- sendo- bastante . complexa. mas ainda nfio- é- bem. entendida.
(Chowdhury, 1990). - " | o

A maior parte da composigio das membranas, aproximadamente 70 a 75%,
consﬁtﬁi-se de proteinas e ¢ caracterizada por ter ligag:ﬁés disulfeto cruzadas, assim como
higagdes cruzadas de-desmosing e-isodesmosina derivadas: da lisina (Figura 11). O-restante .

das proteinas da membrana consiste em colageno (10 %) e glicoproteinas (Leach, 1982).

FIGURA 11 - Estrutura hipotetizada das membranas da casca. As cadeias de peptideos sdo
formadas por ligagdes cruzadas de disulfeto e derivadas da lisina.
(Leach, 1982)
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As membranas da casca contém colageno dos tipos I € X, os quais s3o secretados
por células de glandulas do istmo; a remogio quimica ou degradagdo deste coldgeno
induzem a formagao in vitro de calcio cristalino, sobre as fibras da membréna (Nys et al.,
1998); na regifio.depominada. mammillary. knobs. jé foi- identificade. sulfato. de-keratana,
(Atias ef al., 1992). - B

Quando as fibras sdo visualizadas em um microscopio eletronico de transmissdo,
observa-se um déhso emaranhadd. de ﬁbras com carogos, circundados por um manto
tLeach; 1982); o que.esta do- acordo-com- estudos. microscopicos realizados. na- primeira-
etapa deste trabalho, envolvendo as membrahas da casca. Os carogos organicos, ancorados
na superficie da membrana externa da casca sfio constituidos por um complexo
proteina—mucopoli's.écarideos.

Comprovou-se- a piesenga do- Ovalbumina- (Hincke; 1995); Lisezima e
Ovotransfernna (Gautroh e‘t. dl., 1997) nos locais de nucleagiio dos primeiros cristais de
calcio, sobre a membrana. )

‘ A composigdo de aminoécidos (AA) presente nas membranas da casca foi analiséda
por Leach-(1982) ¢ é apresentada na Tabela 20;

TABELA 20 - Composi¢do em AA das membranas da casca de ovo

Amino acido Composicdio
T.isina T 3.0
Prolina | 9,8
Aladina 1 4,1
Cistefna 1 104
Fenilalanina | 1,7

Fonte: Leach (1982).
2 Dados expressos como residuos /- 100-residuos:
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. PREPARO DA MEMBRANA

As membranas foram separadas manualmente das cascas (Reid, 1983; Dupoirieux et
al., 1995; Gautron et al., 1996), e secas & temperatura ambiente; conservou-se em

recipientes hermeticamente fechados para caracterizagéo posterior.
2.1.1 Teor de proteinas na membrana nativa

O teor de proteinas foi analisado seguindo-se o método oficial Kjeldahl
(AOAC, 1992) usando um bloco de mineralizagdo (1041, Bioblock Scientific) ¢ uma
unidade de destilagio (1042, Bioblock Scientific). ‘

~ Os-resultados foram:calculados usando-se o fator de conversio especxﬁca 6 25

Cada analise foi feita em duplicata, usando-se dprox1madarnentc 0 5 g de amostra

em cada uma.
2.2. HIDROLISE ENZIMATICA DA MEMBRANA

Duas enzimas diferentes foram usadas na hidrolise da membrana: pepsina e

flavourzima.

2.2.1. Hidrolise da membrana pela pepsina

A enzima usada foi pepsina 1:2,500 (Pepsina UM; EC 3.4.23.1) da Sigma (Sigma.
Cia. Quimica, St Loms MO. EUA)

Utilizou-se uma solug:ao de pepsma a 0.05 % em 4cido acético 0.5 N (Arias ef al.,
1997). A hidrolisc foi- feita-a uma- rclagdo- cnzima/substrato- (B/S) = 2 % (p/p); & 37°C
dﬁrante 24 horas sob agitagio magnética constant‘e.' A fim de aumentar a eficiéncia da
reagfo, as membranas foram desintegradas em um b/ender Ultra Turrax a uma velocidade

de 11.000 g/mm durante 30 segundos antes da h1dr011se
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2.2.2. Hidrolise da membrana pela flavourzima

A enzima flavourzima mg Tipo B da Novo (Nordisk Bioindustry, Nanterre, Franga)
¢ composta por um complexo proteases/peptidases produzido por fermentagdo do
Aspergillus oryzae. O lote usado apresentava uma atividade atual de 1320 LAPU.g-1 (unit

leucme aminopeptidase per gfam) Um- LAPU e a quantidade de CAZIMA: que- hidmhsax

1 pumol de L- leuune—p—mtroamhde por minuto no método padrio EAL-SM-0298.02:01 da
Novo Nordisk..

| A enzima foi dissolvida em tamp3o fosfato de sodio 0.1 M adicionadovde nitrito de

s6dio-6:02 % (como-anti-microbiano);: 9.--9}1 ﬁng}: foi; eovra‘;gifg_ido,;pma-;’le; pglaaadig«éaad&NaOH

A hidrélise foi feita a duas taxas diferentes: E/S 2%eES=5% (p/p) a 40°C

durante 24 horas sob agitacdo constante com o auxﬂlo de um agltador magnético FANEM

258. A fim de-awmentar a cficiencia da reagio; as membranas foram- desintegradas em-um-

blender Ultra Turrax a uma velocidade de 11.000 g/min. durante 30 .segundos antes da

hidrolise.
2.2.3. Cinética da hidrélise (Densidade Otica)

Durante a hidrolise, foram retiradas aliquotas de 1 ml, em diferentes intervalos de
tempo. A enzima foi inativada aquecendo-se a mistura em um banho-maria em ebuli¢io
durante 10 minutos. As aliquotasv foram centrifugadas a 5.000 g durante 10 minutos € uma
parte- dos sobrenadantes. obtides foi congelada- para pesterior caracterizagio- por
eletroforese.

Apos 24 horas de hidrélise toda a mistura foi submersa em banho-maria durante 10
minutos € cbngélada para caracterizagdo posterior.

A Densidade Otioa(DO) dos-sobrenadantes das-aliquotas centrifugadas foi medida-a
280 nm, com o auxilio de um cspectrofotéméfrb Mllton Roy (Spectronié 1201), conforme o

método previamente utilizado por Guerin (1991).
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2.3. CARAC'I'ERIZACAO DA MEMBRANA E DOS PRODUTOS DE HIDROLISE
2.3.1. Liofilizagdo da membrana hidrolisada e dos sobrenadantes da hidrolise

As membranas hidrolisadas pelas diferentes enzimas ¢ os sobrenadantes, apos
congelamento, foram liofilizados em um sistema SGD RP2V Divisdo SERAIL,

Argenteuil (95), Franga, para posterior caracterizagio por eletroforese.
2.3.2. Estudo de solubilizagdo da membrana nativa

Como a solubilidade ¢ um pré-requisito para a caracterizagio de proteinas
(Nys et al., 1998), e a membrana ¢ extremamente insoltivel nas condi¢es ambientes, fez-se
alguns ensaios para estudar a solubilizagdio de membranas nativas, seguindo-se métodos
previamente-utilizados por Guerin (1991):
. Em to:doﬁ Ob teStes usou-s¢ 30 mg de membrana nativa (previamente secas a

temperatura ambiente) em 3 ml de cada solugéo teste.’

a) Tratamento acido

Este estudo foi feito usando-se solugdes de HCl1 4 N, 2 N e 1 N, a temperatura
ambiente e a 37°C, durante 4 horas.

b) Tratamento alcalino

Este estudo for feito usando-se solugoes de NaOH 4 N, 2 N ¢ 1 N, a temperatura
ambiente € a 37°C, durante 4 horas.

¢) Tratamento com dodecilsulfonato de sddio (SDS)

Este estudo foi feito usando-se solugGes de SDS 10%, 4% ¢ 2%, a temperatura

ambiente e a 37°C, durante 4 horas.
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d) Tratamento acido associado com SDS 10 % e B-mercaptoetanol 0,5 M

Depois do tratamento acido das membranas, adicionou-se SDS ¢ B-mercaptoetanol,

até as concentragdes finais de 10 % e 0,5 M, respectivamente.

¢) Tratamento alcalino associado com SDS 10 % e B-mercaptoetanol 0,5M

Depois  do tratamento  alcalino das  membranas, adicionou-se SDS e

B—mercaptoetanol, até¢ as concentragdes finais de 10 % e 0,5 M, respectivamente.

f) Tratamento com SDS 10 % associado com f-mercaptoetanol 0,5 M

Depois do tratamento das membranas com SDS 10 %, adicionou-se

B-mercaptoetanol até uma concentragéo final de 0,5 M.

2.3.3. Caracterizagdo da membrana nativa ¢ dos produtos de hidrolise, por
eletroforese em gel de poli-acrilamida (PAGE) na presenga de dodecilsulfonato de
sodio (SDS) (Laemmli et Favre, 1973).

As proteinas foram caracterizadas em funcéo do seu peso molecular por elctroforese
em gel de poli-acrilamida - dodecilsulfonato de sddio (SDS-PAGE).
No gel de concentragdo tinha-se 4% ¢ no gel de migraggo, 15 % (p/v) de acrilamida.
Alguns testes realizados previamente mostraram que 15% de acrilamida, no gel de
migragdo, era a melhbr concentragdo para visualizar as bandas de proteinas presentes nas
membranas nativa-c-hidrolisada
| Usou-se como padriio para calibragdo um kit contendo seis diferentes proteinas com
peso molecular conhecido (Low Molecular Weight Electrophoresis Calibration Kit,

Pharmacia Biotech), conforme a Tabela 21 .
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TABELA 21 - Proteinas usadas para calibragio em eletroforese SDS-PAGE
(Rennes, Maio de 1998)

Proteina _ - Peso Molecular
» (Daltons)
Fosforilase b _ : 94.000
Albumina B 67.000
} Q‘{_glbumina., - 43.000.
Anidrase carbonica _ 30.000
Inibidor de tripsina 20.100
o-Lactoalbumina 14.400

a) Preparagdo das amostras

Preparou-se oito diferentes solugbes de amostras (Tabela 22). As solugbes 3-8
foram preparadas usando-se os produtos liofilizados obtidos apds hidrdlise enzimatica da

membrana.

TABELA 22 - SolugGes de amostras preparadas para eletroforese SDS-PAGE
(Rennes, Maio de 1998.)

Ne | Amostra | Concentraciio
| - (mg/ml*)

1 | Sobrenadante da hidrélise pela flavourzyme (E/S =5 %) 80

2 | Sobrenadante da hidrolise pela flavourzyme (E/S'= 5 %) ~‘ 40

3. | Membrana hidrolisada pela flavourzyme (E/8=5.%). - 80.

4 | Membrana hidrolisada pela flavourzyme (E/S = 5 %) _ 40

5 | Membrana hidrolisada pela Pepsina (E/S =2 %) + sobrenadante 80

6 | Membrana hidrolisada pela Pepsina (E/S = 2 %) + sobrenadante 40

7 | Memibrana nativa : 80

8 | Membrana nativa . 40

* dissolvidos em solugdo de desnaturagfo
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Todas as solugOes foram preparadas diluindo-se a respectiva amostra na solugo de
desnaturagdo (Tabela 23) e aquecendo-se em um banho-maria em ebulicdo durante 4

minutos (Itoh e al. 1987).

TABELA 23 - Solugéo de desnaturago para eletroforese SDS-PAGE
(Rennes, Maio de 1998)

Composto i Volume

' (ml)
Agua destilada ‘ 3.0
tris-HCI 0.5 M pEH 6.8 . 10
Glicerol | 1.6
SDS 10 % 1.6
P - mercaptoetanol 0.4
Azul de bromofenol 0.5 % (em dgua) 0.4

b) Eletroforese SDS-PAGE

Injetou-se¢ 10 pl de cada solugdo, sobre o gel de concentragfo, em suas respectivas
camaras.
A cletroforese foi reahzada em um sistema M1m-PROTEAN II Electrophoreszs Cell
uoneutado a um getador de. tensﬁo Phatmaua LI\B EPS 5001’400 & Ui teisEo. uonstaﬁte de_ |
| 200 Vv, durante 45 minutos; a composi¢io da solug,do tampdo utilizada ¢ dpresentddd na
Tabela 24.

TABELA 24 - Solugfo tampdo utilizada para eletroforese SDS-PAGE
(Rennes, Maio de 1998)

Composto Massa
(2)
Tris-base 9,0
Glicina 432
SDS. 30
Agua destilada T até completar 600 ml
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O gel foi revelado por imerséo na solugdo de coloragdo (Tabela 25) e descolorido

usando-se uma solugéo de acido acético e etanol em agua (4:1:5) (Itoh et al. 1987).

TABELA 25 - Solugfio de coloragdo para eletroforese SDS-PAGE

Composto Composicio
Azul de Coomassie R 250 1 g
Acido Tricloroacetiqué (TCA) 125 g
© Metanol % 1
Agua destilada 11

2.3.4. Composigdo em amino acidos da membrana nativa ¢ dos produtos de
hidrolise

As composi¢des em AA da membrana nativa € no sobrenadante‘ da membrana
hidrolisada foram determinadas seguindo-se 0 método de Spackman et al. (1958), com o
auxilio de um sistema Pharmacia LKB (Alpha Plus)j, Pharmacia, Orsay (Y1), Franga.

Antes de serem  injetadas no cromatografo, as amostras foram hidrolisadas
usando-se uma solugdo de HCl 6 N; pesou-se inicialmente 10 mg de cada amostra
lioﬁiiiada e a hidrélise foi feita sob vacuo a 110°C, em trés diferentes tempos: 24, 48 ¢ 96
héras’.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. TEOR DE PROTEINAS NA MEMBRANA NATIVA

O teor de proteinas na membrana nativa foi analisado pelo método oficial Kjeldahl e

o valor médio obtido foi de 81.26 %.

3.2. HIDROLISE ENZIMATICA DA MEMBRANA

3.2.1. Cinética da hidrolise pela pepsina

A hidrolise foi realizada a uma taxa E/S = 2 % (p/p). A DO foi lida em
espectrofotometro a 280 nm (Figura 12).

14
E
(= 1»2 7 .
5 4
8 14 oo
S 0 wPe* %
3 ® E/S=2%
= 0,6
«@©
= 0,4 -
s
% 6,2
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Tempo (horas)

FIGURA 12 — Valores de DO durante a hidrélise de membrana pela pepsina (280 nm)

3.2.2. Cinética da hidrolise pela flavourzyme

A hidrolise foi feita a duas taxas diferentes: E/S =2 % ¢ E/S =5 % (p/p).
Analisando-se a curva de DO obtida para cada caso (Figura 13), observa-se que um

aumento na razdo E/S resultou em uma maior solubilizagdo da membrana.
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FIGURA 13 — Valores de DO durante a hidrolise da membrana pela flavourzima (280 nm)
3.3. CARAC'l'ERlZACAO DA MEMBRANA E DOS PRODUTOS DA HIDROLISE

3.3.1. Estudo de solubilizagdo da membrana nativa

Antes do uso de SDS 10 % e B-Mercaptoetanol 0.5 M, o unico tratamento que
resultou em uma completa solubilizagdo da membrana foi aquele usando-se NaOH 4 N a
37°C durante 4 horas; depois deste tempo de tratamento, obteve-se uma solugéo cristalina,
sem qualquer turvagdo ou decantagdo de residuos da membrana.

Ap6s o tratamento com SDS 10 % ¢ B-Mercaptoetanol 0.5 M, obteve-se uma
solubilizagdo total da membrana apenas quando usou-se NaOH 2 N & 37°C durante 4 horas
(menos dréstico que o anterior); depois deste tempo de tratamento, obteve-se uma solugdo
eristaling, ser nenhuma- turvacdo-ou- decantag:io;

O tratamento com NaOH, 4 N a 37°C durante 4 horas foi o Unico tratamento que
resultou em uma solubilizagdo total da membrana mas, nestas condi¢des tdo drasticas
pode-se ter causado alguma degradagdo na estrutura das proteinas, o que resultaria na
liberagho de pequenas moléculas de peptideos, as quais niio podem ser detectadas, durante
a eletroforese (devido ao seu peso molecular muito baixo, ndo ficam retidas no gel de

migragdo).
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3.3.2. Caracterizagéo da membrana nativa e dos produtos de hidrolise por eletroforese em
gel de poli-acrilamida (PAGE) em presenga de dodecilsulfonato de sédio (SDS)
(Laemmli et Favre, 1973).

O perfil eletroforético SDS-PAGE (15 %) da membrana nativa e hidrolisada por

enzimas ¢ apresentado na Figura 14.

1 2 34P5S5S 6P 7 8

i

1 Sobrenadante da hidrolise da membrana pela flavourzyme (80 mg/ml)
2 Sobrenadante da hidrélise da membrana pela flavourzyme (40 mg/ml)
3 Membrana hidrolisada pela flavourzyme (80 mg/ml)

4 Membrana hidrolisada pela flavourzyme (40 mg/ml)

5 Membrana hidrolisada pela pepsina (80 mg/ml)

6 Membrana hidrolisada pela pepsina (40 mg/ml)

7 Membrana nativa (80 mg/ml)

8 Membrana nativa (40 mg/ml)

P Padréo do kit de proteinas (peso molecular expresso em K Daltons)

FIGURA 14 - Perfil eletroforético SDS-PAGE (15%) da membrana da casca
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Analisando este perfil, trés bandas principais (A, B ¢ C) podem ser visualizadas nas
linhas de migragéo da membrana nativa (linhas 7 e 8) e duas outras bandas (D e E) podem

ser visualizadas nas linhas da membrana hidrolisada pela flavourzyme (linhas 3 ¢ 4).

5 =
®  y=-0,9403x + 49718
48 | R>=0,9634
g
<= 46 -
2]
o
4,4 -
42 - )
0 0,5 1

Rf
FIGURA 15 - Curva de calibrag@o com proteinas do do kit de PM padrio
Usando-se a equagéo da curva obtida (Figura 15), calcula-se o peso molecular (PM)
das proteinas da casca (Tabela 26), apos obter-se o R¢ de cada banda; o R¢ é calculado pelo

quociente entre a distdncia percorrida e a distancia total até o front (linha de migragéo)

TABELA 26 - PM das proteinas identificadas por SDS-PAGE nas membranas da casca
(Rennes, Maio de 1998)

Banda Peso Molecular
(Daltons)
A 73.200
B 50.400
C 13.000
D 50.400
E 17.600

Analisando-se o perfil eletroforético das membranas da casca (Figura 8), foram
identificadas trés bandas nas linhas de migragdo da membrana nativa: A (73,2 kDa),
B(50,4 kDa) e C (13 kDa); Nys et al. (1998) e Hincke et al. (1997) obtiveram resultados
scmclhantcs fazcndo-sc SDS-PAGE na matriz-organica da casca de ove, identificando as
seguintes proteinas: Lisozima (14,3 kDa), Ovocleidina-17 (17 kDa), Ovalbumina (45 kDa)
¢ Ovotransferrina (77 kDa).
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3.3.3. Composigdo em amino acidos na membrana da casca nativa e hidrolisada

Os resultados da analise de AA nas membranas, s3o apresentados na Tabela 27.

TABELA 27 - Resultado da analise de AA nas membranas da casca

(Rennes, Maio de 1998)

Amino Acido

| * Membrana nativa (%)

| Membrana hidrolisada (%)

Asp’
Thr
Ser
Glu

Pro

Gty

Cys
Val
Met
Ite
Leu
Tyr
Phe
His
Lys
N,
Arg
Trp

6,6
- 5,5
5,5
8.9
13,9
85
35
9,5
6.6
2,5
30
40
1,4
1,2
3,0
2.7
95
43
ND

76 -
5.8
5,7
8,9
8,4
9.6
34
9,2
73
29
32
42
1,3
1,3
3.1
2.7
11,8
46
ND

Trp : ndo determinado (ND)

Analisando-se a Tabela 27 observa-se que os principais AA presentes na membrana

nativa sdo prolma cisteina ¢ NHj3; estes dados estdo de acordo com Leach (1982), oqual

apresenta- ustema (10 8 %) ¢ pmlma (9 8 %), comeo bendo 05 p“lnclpdlb AA prcsentes nas

membrdnab da casca de ovo.



CONCLUSOES

PERSPECTIVAS
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Frente aos resultados apresentados, conclui-se que:

- O tratamento mais adequado da casca para obteng@o de um sal de cilcio foi aquele feito

com o acido citrico.

- Considerando-se que o citrato de.célcio obtido nfo atende as especificagdes estabelecidas
pela legislagdo com relagdo a carga microbiana, deve-se incluir no processo uma etapa de

pasteurizagdo ou esterilizagdo do produto final.

- Deve-se realizar ensaios para determinar-se a digestibilidade do citrato de calcio e

compara-la com a do carbonato de célcio.

- Todos os tratamentos aplicados para reduzir o teor de proteinas da casca apresentaram
diferencas estatisticas entre si, sendo que o tratamento de hidrdlise enzimatica associada

com branqueamento foi o que apresentou melhores resultados.

- A purificagdo dos minerais da casca resultou em uma redugfio no indice de rejei¢io desta
nos implantes Osseos porém, a casca ainda ndo apresentou capacidade de induzir a

formagéo de osso; novos implantes devem ser realizados com este objetivo.

- Obteve-se diferengas no teor de aminodcidos na membrana nativa e apos hidrolise pela
flavourzima, comprovando-se a atividade proteolitica da enzima, sendo que os principais

aminodcidos encontrados na membrana nativa foram prolina, cisteina e NHs.

- Além das alternativas apresentadas, pode-se ter ainda outras formas de valorizagio das
cascas: material-base para a sintese da hidroxiapatita, uma biocerdmica amplamente
utilizada em proteses dentarias e 0sseas; o CaCO; pode ser usado como fundente para ligas

metalicas raras, ou em cosmetologia, como toépico, sendo um bom absorvente de

liquidos e gorduras.
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- Apresentou-se diferentes alternativas para valorizagdo das cascas de ovos;
considerando-se o custo para o descarte destas cascas (por exemplo, R$ 50,00 na Franga), e
o fato de ndo ter-se despesas com moagem, transporte € outros, pode-se agregar valor a

estas cascas, apresentando assim um grande valor econdmico em potencial.

- Deve-se considerar também os aspectos ambientais envolvidos na valorizagio das cascas
de ovos pois, além de diminuir-se o problema de polui¢do quando estas sdo descartadas
diretamente no meio ambiente contendo um teor consideravel de proteinas, o uso destas
cascas como uma fonte alternativa de CaCO; pode diminuir o impacto sobre as reservas

naturais de rocha calcaria, uma fonte natural nio renovavel.
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ANEXO 1 - Fluxograma de valorizagio da casca de ovo para uso comd complemento

alimentar
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ANEXO 2 - Esquema de analise para contagem de coliformes totais e fecais pelo método
do numero mais provavel (NMP) (APHA, 1992)
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ANEXO 3 - Esquema de analise para detecgdo de Salmonella spp pelo método
convencional (APHA, 1992)
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ANEXO 4 — Tabela de Niimero Mais Provavel e intervalo de confianga a nivel de 95 % de
probabilidade, para diversas combina¢des de tubos positivos em séries de trés tubos.
Diluicges : 0,01 — 0,001 e 0,0001 g ou ml (adaptado de APHA, 1992).

Combinacdes de tubos Série de 3 tubos

positivos NMP/g
0-0-0 <30
0-0-1 30
0-1-0 30
0-2-0 -
1-0-0 40
1-0-1 70
1-1-0 70
1-1-1 110
1-2-0 110
2-0-0 90
2-0-1 140
2-1-0 150
2-1-1 200
2-2-0 210
2-2-1 280
2-3-0 -
3-0-0 230
3-0-1 390
3-0-2 640
3-1-0 430
3-1-1 750
3-1-2 1.200
3-2-0 930
3-2-1 1.500
3-2-2 2.100
3-3-0 2.400
3-3-1 4.600
3-3-2 11.000
3-3-3 > 24.000
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ANEXO 5 — Principais elementos quimicos presentes na casca de ovo in natura,
identificados por DRX
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