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PEDROSA, N. A. P. Produgdo e caracterizag¢do de peptideos a partir da hidrolise enzimdatica
da queratina associada com ultrassom e micro-ondas. Florianopolis, 2020. 114 p. Tese

(Doutorado em Engenharia de Alimentos), Universidade Federal de Santa Catarina.

RESUMO

As penas de frango sdo recursos bioldgicos abundantes. Cerca de um milhdo de toneladas de
penas sdo geradas anualmente no Brasil pela industria de processamento de frango. Utilizadas
principalmente na forma de farinha para ragdo animal, as penas poderiam ser melhor
aproveitadas para outros fins, como cosméticos, filmes, fibras, hidrogéis, material biomédico,
micro e nanoparticulas para fins alimenticios devido seu alto teor proteico, superior a 75 % de
proteina bruta, das quais a queratina ¢ a proteina majoritaria (90 %). Face ao exposto, a presente
pesquisa prop0s a obtencao e caracterizacao de hidrolisado de queratina de penas de frango com
aplicagdo de tecnologias de ultrassom e micro-ondas como adjuvantes do processo. Em etapa
inicial de dissolu¢do quimica das penas (em solucdo de hidroxido de sodio 0,08 M) foi
executado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23, tendo como variavel
dependente o grau de hidrélise, obtendo-se a melhor condi¢do de dissolucdo para as variaveis
independentes (4 % de penas, 0,06 M de sulfito de sodio e temperatura de 70 °C), por 8 h. A
etapa seguinte de hidrélise enzimatica foi realizada durante 10 h em pH 10,6, utilizando a
enzima proteolitica savinase®. A partir de um DCCR 2? foi definida a melhor condigdo de
hidrélise a temperatura de 50 °C e concentracdo de enzima/substrato de 12,5 %. Estabelecidas
as condi¢des de dissolugdo quimica e hidrolise enzimatica, o ultrassom e as micro-ondas foram
aplicados nas penas dissolvidas como pré-tratamento da hidrolise enzimatica. O efeito do
ultrassom foi significativo na enzimolise da queratina e nas propriedades do hidrolisado em
comparagdo com a enzimolise tradicional e a associada as micro-ondas. O hidrolisado de
queratina obtido possui propriedades tecnologicas e bioativas, bem como destacavel qualidade
nutricional. E composto por 75,78 % de proteina (bs), contém peptideos de baixa massa
molecular (< 1000 Da), possui alta solubilidade (> 80 %) e digestibilidade proteica (89,28 %),
capacidade emulsificante, atividade antioxidante (ICso = 3,67 mg - mL! frente ao DPPH "¢ 1,35
mg - mL"! frente a0 ABTS™), particulas de tamanho menor que 300 nm passiveis de facil
absor¢do intestinal, cutanea e capilar. A associacdo de tecnologias alternativas como o
ultrassom pode ser utilizada para transformar subprodutos da agroindustria, tal como penas de
frango, em hidrolisados de queratina, com potencial para aplicacdo em cosméticos,
suplementagao nutricional animal e humana, insumos para agricultura e induastria alimenticia.

Palavras-chave: Enzima. Hidrolisado. Pena. Proteina. Tecnologia emergente.
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ABSTRACT

Chicken feathers are abundant biological resources. Close to one million tons of feathers are
generated annually in Brazil from chicken processing industry. The feathers are used mainly
for animal feed feather meal, however, due to their high protein content, greater than 75 %
crude protein , which keratin is the major protein (90 %) could be applied for others purposes
such as food industry, cosmetics, films, fibers, hydrogels and biomedical material. Thus, this
research proposed to obtain and characterize keratin hydrolyzate from chicken feathers using
ultrasound and microwave technologies as process adjuvants. In initial step of feathers chemical
dissolution (sodium hydroxide solution at 0.08 M), a Central Composite Rotational Design
(CCRD) 2° was performed, with the degree of hydrolysis as the dependent variable, obtaining
the best dissolution condition for the independent variables (4% of feathers, 0.06 M sodium
sulfite and 70 °C), for 8 h. Then the enzymatic hydrolysis step carried out at pH 10.6, for 10 h,
using the proteolytic enzyme savinase®. A central rotational composite design 22 generated the
best hydrolysis condition: at 50 °C and 12.5 % enzyme/substrate concentration. Once the
conditions for chemical dissolution and enzymatic hydrolysis were established, ultrasound and
microwaves were applied to dissolved feathers as enzymatic hydrolysis pre-treatment. The
effect of ultrasound was significant on keratin enzymolysis and hydrolyzate properties
compared to traditional enzymolysis and microwave-associated enzymolysis. The results
obtained in this research showed that keratin hydrolysate has technological and bioactive
properties, as well as outstanding nutritional quality. It's composed by 75.78 % protein (db),
peptides of low molecular mass (<1000 Da). It has high solubility (> 80 %) and protein
digestibility (89.28 %), emulsifying capacity, antioxidant activity (IC50 = 3.67 mg - mL™! in
front of DPPH ** and 1.35 mg - mL! in front of ABTS " *) and particles size smaller than 300
nm, important for intestinal, cutaneous and capillary absorption. The association of alternative
technologies such as ultrasound can be used to transform by-products of the agribusiness, such
as chicken feathers, into keratin hydrolysates, with potential for application in cosmetics,
animal and human nutritional supplementation, for agriculture field and for food industry.

Keywords: Emergent technology. Enzyme. Feather. Hydrolysate. Protein.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PEPTIDEOS A PARTIR DA HIDROLISE
ENZIMATICA DA QUERATINA ASSOCIADA COM ULTRASSOM E MICRO-ONDAS

Por qué?

e Derivados de proteinas com alto valor bioldgico e utilidade tecnoldgica tém se tornado
essenciais para a populacdo e como meio de valorizacao de residuos;

e O Brasil ¢ o 2° maior produtor mundial de carne de frango, gera 1 milhao de toneladas de penas
de frango anualmente, que sdo prejudiciais ao meio ambiente, quando descartadas
inapropriadamente;

e As penas t€ém um alto teor de proteinas (> 75 %), das quais mais de 90 % ¢ queratina;

e A queratina das penas pode ser extraida, hidrolisada e utilizada como componente importante
para a producao de produtos com alto valor agregado;

e A aplicacdo de técnicas alternativas para reduzir o uso de produtos quimicos, o tempo ¢ a
temperatura de processo de extragdo e hidrdlise da queratina de penas, ¢ importante para gerar
aminoacidos ou peptideos de alto valor bioldgico para aplicagdo em alimentos e outros produtos.

O que ja foi feito?

e Pesquisas usando ultrassom e/ou micro-ondas como pré-tratamento da hidrolise enzimatica de
proteinas de concentrado proteico de leite, da clara de ovo e de proteina de soja;

e Existe pesquisa com produgdo de nanoparticulas a partir de penas de frango por hidrélise
enzimatica, seguida de tratamento ultrassonico para avaliacao de tamanho de particulas.

Hipoteses

e Otimizar o processo de hidrolise enzimatica de queratina de penas de frango aplicando
tecnologias de ultrassom e micro-ondas;

e Obter hidrolisados de queratina extraida de penas de frango com propriedades tecnoldgicas,
qualidade nutricional e/ou funcional.

Metodologia experimental

e Limpeza, secagem e moagem das penas;

e Extragdo e hidrolise da queratina de penas de frango em reatores com controle de temperatura
e pH;

e Montagem e execu¢do de planejamentos experimentais para definir as melhores condicdes de
extracdo e hidrolise da queratina com e sem aplicacdo de ultrassom e de micro-ondas;

e (Caracterizagdo do hidrolisado quanto as suas propriedades nutricionais, bioativas, estruturais e
funcionais.

Respostas

e Metodologia de extracao sustentavel e hidrolise da queratina de penas de frango inovadora;
e Hidrolisado com qualidade nutricional e tecnologica, com interesse industrial.
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1 INTRODUCAO

Em 2018 a produgao brasileira de carne de frango ultrapassou 12,8 milhdes de toneladas,
consolidando o Brasil como segundo maior produtor mundial. Considerando que cerca de 7 %
do peso corporal dos frangos sdo penas, por ano no pais ha uma produgdo de cerca de 1 milhao
de toneladas de penas. Um matadouro com uma capacidade de abate de 50.000 aves pode
produzir trés toneladas de penas secas por dia. O descarte descontrolado desse residuo ¢
ambientalmente inaceitavel. Além disso, a queima de penas em instalacdes especiais €
economicamente ineficaz e a sua transformagao em farinha de penas, processo muito usado,
resulta em alimentos de baixa qualidade nutricional para alimenta¢cdo animal (ONIFADE et al.,
1998; GUPTA et al., 2012; ABPA, 2019).

As penas de frango sdo recursos bioldgicos com alto teor proteico, superior a 75 % de
proteina bruta. Em alternativa a producao de farinha de penas, a queratina, proteina majoritaria
nas penas de frango, pode ser extraida e utilizada como componente importante para a producao
de produtos de maior valor agregado. A gestdo desta biomassa de residuos por reconversdao em
produtos comerciais pode ndo s6 proteger o ecossistema de grande quantidade de dejetos, mas
também impulsionar economicamente a industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.
Entretanto, hd uma necessidade de utilizagdo de métodos ambientalmente mais limpos para a
extracdo da queratina, que minimizem o uso de reagentes quimicos evitando agressdo ao meio
ambiente (GUPTA, SHARMA, 2016).

Devido ao aumento crescente da populagdo mundial, fontes ndo tradicionais de
proteinas para a alimentacdo humana precisam ser encontradas e avaliadas para atender as
demandas futuras. No entanto, a adequagdo dessas novas fontes de proteinas para uso em
alimentos depende de seu custo e de sua capacidade de cumprir a funcdo dos ingredientes
proteicos (DAMODARAN, 2010).

A producdo de peptideos bioativos vem sendo tratada com relevancia. Grande parte
desses peptideos relatados na literatura provém de matrizes de proteinas de alto custo como
leite (ULUKO et al. 2013a, 2013b, 2014; ROCHA et al., 2017) e ovo (SUN et al., 2014;
GROOTAERT et al., 2019) o que na maioria dos casos torna sua aplicagdo pouco vidvel
economicamente.

Atualmente se destacam processos que visam o aproveitamento de residuos agricolas
para substituir recursos ndo renovaveis. Portanto, os residuos gerados pelas agroindustrias sao

uma fonte rica em proteinas e tornaram-se uma alternativa para a obtencao de compostos com
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bioatividade, principalmente de hidrolisados de proteinas. Ap6s a obten¢do de peptideos
bioativos eles podem ser utilizados em racdes, alimentos, cosméticos e drogas, como agentes
bioativos (SHAHIDI, ZHONG, 2008; LEMES et al., 2016a).

Pesquisadores tém utilizado tecnologias limpas como ultrassom e micro-ondas, para
auxiliar a hidrélise de vérias proteinas, tais como: proteina do leite (ULUKO et al., 2013a),
proteina clara de ovo (JOVANOVI'C et al., 2016), farinha de gluten de milho (ZHOU et al.,
2017). Nao foram encontrados estudos aplicando ultrassom e micro-ondas como pré-tratamento
de hidrolise enzimatica de penas de frango. Existe um trabalho com aplicagao de ultrassom e
hidrélise de penas de frango, no entanto neste, Elashi et al. (2014) aplicaram o ultrassom como
pos-tratamento para avaliar o tamanho das particulas e ndo como um tratamento antes da
hidroélise enzimatica para aumentar sua eficiéncia.

Diante do exposto, na presente pesquisa foram utilizadas penas de frango, subproduto
abundante da agroindustria brasileira, para extragdo e hidrolise da sua queratina. Como pré-
tratamento da hidrolise enzimatica, foram aplicadas as tecnologias emergentes de ultrassom e
micro-ondas, com vistas ao aumento de sua eficiéncia ¢ ao aumento da qualidade dos
hidrolisados obtidos. Foi utilizada uma enzima ndo purificada, caracteristica de aplicacao
industrial e disponivel no mercado (Savinase® 16L). A metodologia estabelecida visou, além
da agregacdo de valor as penas, a utilizagdo poucos reagentes quimicos de baixo custo € o
alcance de menor tempo de processo possivel. Como produto, esperou-se obter um hidrolisado
proteico, composto de peptideos de baixa massa molecular com propriedades nutricionais,
bioativas e funcionais, tais como: consideravel teor de proteina soltivel de alta digestibilidade,
atividade antioxidante, poder emulsificante, particulas com tamanho préximo ao de
nanomateriais, passiveis de facil absor¢ao cutinea e intestinal. Pelas caracteristicas desejaveis,
o produto pode ter potencial para uso na industria de alimentos, cosmética, farmacéutica, de

ra¢do, bem como na agricultura.
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2 OBJETIVO GERAL

Estabelecer uma metodologia para extrair e hidrolisar queratina de penas de frango com
uso de enzima comercial e tecnologias de ultrassom e micro-ondas para obtengao de hidrolisado

com qualidade nutricional, funcional e bioativa.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter hidrolisado proteico com peptideos bioativos através de enzimolise da queratina de
penas de frango, por metodologia diferenciada e favoravel ao meio ambiente;

- Estudar os parametros da extra¢do e hidrolise enzimatica de queratina de penas de frango
(tempo, temperatura, concentracao de substrato, enzima e reagentes);

- Avaliar os efeitos do ultrassom e das micro-ondas na hidrolise enzimatica da queratina;

- Determinar o perfil de massas moleculares dos hidrolisados;

- Avaliar a digestibilidade in vitro e a capacidade antioxidante dos hidrolisados;

- Avaliar a solubilidade da proteina, a estabilidade da emulsdo e a capacidade emulsificante dos
hidrolisados;

- Analisar as propriedades estruturais dos hidrolisados;

- Determinar propriedades fisicas e reoldgicas do hidrolisado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PENAS DE FRANGO

A natureza criou materiais com propriedades surpreendentes que muitas vezes siao
desperdigados pela industria ou nao sao utilizados em todo o seu potencial. Estes materiais
devem ser melhor aproveitados, ndo apenas por razdes ecoldgicas, mas por suas excelentes
caracteristicas intrinsecas, com a vantagem do seu baixo custo. Um material que merece
destaque neste contexto ¢ a pena de frango, pois esta constitui uma importante fonte renovavel
de biopolimeros (ESLAHI, DADASHIAN, NEJAD, 2013).

Dados da Associagao Brasileira de Proteina Animal (2018) indicam que a produgao de
carne de frango no Brasil em 2017 superou 13,05 milhdes de toneladas, alcangcando segundo
lugar no mundo e consolidando a carne de frango como terceiro item da pauta de exportagao
nacional. Aliado ao crescimento do setor, ha a geragdo de penas, oriundas da produgao da carne.
Quando ndo processadas, estas penas tornam-se residuo altamente poluente (GUPTA et al.,
2016).

As penas representam de 5 - 7 % do peso corporal das aves domésticas ¢ a producao
mundial de carne de frango gera aproximadamente 5 milhdes de toneladas de penas por ano,
sendo que o valor da pena coletada ¢ baixo na industria avicola. As estratégias tradicionais
utilizadas para a elimina¢@o das penas, como a queima por incineragao, descarte em aterros ou
transformagdo em farinha de penas, alimentos de baixa qualidade para os animais, sdo de alto
custo, dificeis e/ou ndo eficazes. Por outro lado, estes métodos de eliminagao sdo limitados

devido a enorme emissdo de gases do efeito estufa, que representa um grande perigo para o

ambiente (VERHEYEN et al. 1996).

3.1.1 Composig¢ao das penas de frango

A estrutura da pena (Figura 1) ¢ composta de um ntcleo central rigido chamado de
raque, do qual as barbas, fibras macias e interligadas, se ramificam. Aproximadamente, metade
da pena ¢ composta de pluma (barbas) e a outra metade de hastes principais (raque) (SCHMIDT,
2001; REDDY, YANG, 2007; ESLAHI et al., 2014).
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Figura 1 - Estrutura de uma pena.

Ganchos

Fonte: Ornithos Escola (2019).

As penas de frango sdo ricas em proteinas, contendo pelo menos 75 %, mas em média
pode alcancar 85 % de proteina, sendo 90 % do total queratina. Seu teor de umidade varia entre
6 e 13 %, lipideos de 2 a 10 % e minerais em média até 1 %. Estas variagdes estao relacionadas
ao tempo de secagem das penas, processo de limpeza e desengorduramento além da propria
constituicdo dos animais (FAKHFAKH et al., 2011; TESFAYE et al., 2017).

A queratina é uma proteina insoliivel em agua e na maioria dos solventes, polares e
apolares. E um polipeptideo com massa molar média da ordem de 10.000 a 12.000 g - mol™ (10
a 12 kDa). E constituida por aminoacidos como: serina, glicina, valina, alanina, arginina,
leucina, isoleucina, cisteina e em menores quantidades lisina, metionina e histidina. Dentre
estes, a cisteina merece destaque pois os atomos de enxofre presentes em suas moléculas
tendem a reticular um ao outro, formando pontes dissulfeto, e isso contribui para tornar a
proteina resistente, forte e leve (FRASER, PARRY, 2008; WANG et al., 2016).

A queratina se apresenta sob duas formas estruturais subdivididas em a e B-queratina.
A queratina de penas possui conformagao na sua maioria 3, formando folhas B-pregueadas que,
junto com pontes dissulfeto (ligagdao S-S entre duas cisteinas), ligagdes de hidrogénio (interagao
de um H com um O") e forgas hidrofobicas (interagdes apolares), lhe ddo estabilidade (WANG,
CAOQ, 2012).

Pode-se observar na Figura 2 a estrutura pregueada da P-queratina, onde também ¢é
detalhada a disposicdo de filamentos: (a) modelo bola-e-bastdo da cadeia polipeptidica e
ilustragdo da folha-beta pregueada que consiste de cadeias empacotadas lateralmente, estas
cadeias sdo mantidas juntas por pontes de hidrogénio intermoleculares (circulo vermelho); (b)
desenho esquematico da formacdo do filamento de beta-queratina onde uma cadeia

polipeptidica dobra-se para formar quatro cadeias B que se ligam através de ligacdo de
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hidrogénio, resultando em uma folha pregueada que se torce para formar a folha 3 distorcida
(helicoidal). E duas folhas se juntam para formar um filamento de beta-queratina (WANG et

al., 2016).

Figura 2 - Estrutura pregueada da B-queratina. (a) modelo bola-e-bastao; folha pregueada
(b) formagao do filamento de beta-queratina.
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Fonte: Wang et al. (2016).

As cadeias laterais (R) de aminoacidos voltam-se para cima ou para baixo do plano da
folha. Estas apresentam alto conteudo de cistina (cisteina + cisteina), que possui as ligacdes
dissulfeto e distingue a queratina como proteina de alto teor de enxofre se comparada a outros
biopolimeros (WANG et al., 2016).

E provavel que a pena de aves constitua o material queratinico mais abundante na
natureza visto que, de sua proteina total, cerca de 90 % ¢ queratina (ONIFADE et al.,1998). Os
seus possiveis usos por vezes sao subaproveitados, considerando-se que a queratina de penas €
uma fonte potencial de biomaterial de baixo custo, ecoldgico e comercial (POOLE et al., 2009;
SHI et al., 2014).

Gupta e Sharma (2016) mostram que a queratina ¢ um componente importante para a
producdo de varios produtos de valor agregado: cosméticos (como cremes, shampoos e
condicionadores), produtos biomédicos (como biomateriais para regeneragdo de tecidos),
filmes, fibras, hidrogéis, micro e nanoparticulas para fins de alimentos, podendo também ser

usada na industria textil, na agricultura e em outras industrias. Sendo assim, a pena de frango,

9.5nm
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por apresentar em sua composicao alta concentragdo de queratina, pode ser explorada a fim de

agregar valor aos seus produtos derivados.

3.1.2 Utilizagdo da queratina de penas de frango

A queratina ¢ uma proteina altamente resistente a protedlise devido as ligagdes cruzadas
de dissulfeto existentes internamente nas cadeias polipeptidicas que sao dificeis de clivar.
Assim, para sua dissolucdo, ¢ necessario aplicar condi¢des de reacdo favoraveis, que a tornem
quimicamente reativa, fazendo com que os grupos funcionais reajam, especialmente as pontes
dissulfeto (-S-S), os grupo amino (-NH>) e acido carboxilico (-COOH) da cadeia polipeptidica.
Por apresentar esta resisténcia, as penas sao comumente submetidas a tratamentos térmicos para
produzir farinha de penas cuja qualidade proteica ¢ baixa (GUPTA et al., 2012; POOLE,
CHURCH, 2015; GUPTA, SHARMA, 2016). Para obtenc¢ao da farinha de penas, que ¢ utilizada
como ra¢ao animal, as penas sdo submetidas a processo hidrotérmico onde sdo cozidas sob altas
pressoes (300 a 350 kPa), a altas temperaturas (133 a 150 °C). Contudo este tratamento
hidrotérmico, resulta na diminuicdo de aminoacidos como a cisteina e destruicao de
aminoacidos essenciais como metionina, lisina e histidina, sendo reportada por conter baixo
valor nutricional e baixa digestibilidade (PAPADOPOULOS et al., 1986; TIWARY, GUPTA,
2012).

Uma alternativa a producdo de farinha ¢ a extracdo da queratina das penas, sendo
possivel obter produtos de maior qualidade e valor agregado. Por vezes limitagdes no
processamento de penas de frango como a sua baixa solubilidade em agua, restringem seu uso
e aumentam o custo do processo para extracdo de queratina (REDDY, YANG, 2007). Para
aumentar sua solubilidade em agua, utiliza-se elevadas temperaturas e pH acido ou basico. A
queratina das penas também torna-se mais solivel na presenca de agente redutor quimico como
sulfito de sddio (Na2SOs3) ou sulfeto de sodio (NazS) que ajudam na quebra das ligacdes
cruzadas dissulfeto em grupos tiol (-SH) livres.

Dentre as metodologias usadas para extrair queratina de penas de frango, o método
Shindai desenvolvido por Nakamura et al. (2002) ¢ muito utilizado. Se baseia em processos
quimicos oxidativos e redutores, para extracao de proteinas de cabelo humano, também ¢ eficaz
para 13, penas de frango, pelos de ratos e unhas humanas. Estes autores basearam-se no fato de
que a combinacdo de tiouréia e ureia na presenca de um redutor pode efetivamente extrair as

proteinas destas matérias-primas proteicas. Este método foi utilizado para extragdo da queratina
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de penas de aves domésticas em condi¢des de reducao (MOORE et al. 2006; KHOSA, ULLAH,
2013), porém ele tem a desvantagem de usar Tris-HCI, tiouréia, ureia e 2- mercaptoetanol, que
¢ toxico, pode o tornar oneroso, além de gerar odores fortes no processo.

Alguns pesquisadores tentaram produzir particulas de penas por distintos métodos, tais
como atrito mecanico, regeneracdo a partir da solucdo de queratina, trituragdo de filmes,
secagem por pulverizagdo ou eletro-pulverizagdo. Longos tempos de dialise, elevados custos
de produgdo, seguranca e problemas ambientais constituem as principais deficiéncias destas
vias de obten¢do. A exemplo do atrito mecanico que envolve cortar e esmagar as fibras com
fresadoras adequadas, mas tem alto consumo de energia (ESLAHI et al., 2014).

Apos extraida das penas, a queratina, pode ser transformada em hidrolisados liquidos,
géis, peliculas, esferas, nano e microparticulas, possibilitando iniimeras aplica¢des em quimica
verde, ciéncias alimentares, agricultura, indudstrias téxteis, farmacéuticas e de cosméticos.
Eslahi et al. (2014) investigaram a producdo de nanoparticulas de penas por hidrolise
enzimatica. Segundo os autores, essa seria a abordagem mais promissora devido as condigdes

mais brandas do processo, ndo resultando em subprodutos prejudiciais a0 meio ambiente.

3.2 HIDROLISADOS PROTEICOS

3.2.1 Hidrolise enzimatica da queratina

A queratina € uma proteina que nao € facilmente hidrolisada pela maioria das enzimas
proteoliticas. Sua estrutura apresenta-se sob a forma de um empacotamento rigido do
polipeptideo em conformacdes o-hélice e folha B, com ligacdes dissulfeto, ligacdes de
hidrogénio e pontes salinas. Consequentemente, métodos térmicos e termoquimicos sao
amplamente utilizados para modificar a estrutura da queratina das penas de frango antes da sua
utilizacao como farinha de penas ou antes da hidrélise enzimética para obtencao de hidrolisados
(FORGACS, G. et al., 2013).

Estes tratamentos térmicos envolvem geralmente aquecimento das penas a alta
temperatura (> 100 °C) e pressao (=300 kPa), na forma natural ou em solucao acida ou alcalina,
para clivar as ligagdes dissulfeto e interromper a interacdo hidrofobica, tornando assim a
proteina mais soluvel e digerivel. Estes métodos s@o, contudo desvantajosos porque promovem
a destrui¢do de aminodcidos termoldbeis e provocam a racemiza¢do de aminoacidos. Deste

modo, os hidrolisados de queratina produzidos por estes métodos tém baixa qualidade proteica
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e a sua utilizacdo como alimento para animais ¢ muito limitada devido a baixa digestibilidade
dos aminoacidos (LASEKAN et al., 2013).

A utilizagdo de tratamento quimico, seguido de hidrolise enzimatica de penas, tem sido
sugerido por varios autores como melhor método para produzir concentrado de proteina de
penas ou hidrolisado de queratina de penas. O tratamento de um substrato de penas com uma
solugdo alcalina (um agente redutor) sob uma temperatura branda, entre 70 ¢ 80 °© C pode
proporcionar o potencial de oxidagdo-reducao necessario para a clivagem de ligacdes dissulfeto
formando uma estrutura de proteina mais aberta que ird melhorar a acessibilidade da enzima
aos sitios ativos dentro da estrutura (MOKREJS et al., 2011). A combinag¢ado de regime de baixa
temperatura e tempo de incubacgdo curto durante a etapa alcalina pode ajudar a prevenir a perda
e a racemizagdo de aminodcidos, além de evitar o excesso de clivagem peptidica. Assim, este
pode ser um método econdmico, rapido e seguro de produzir hidrolisado de queratina.

Ramnani e Gupta (2007) verificaram que proteases convencionais podem ser usadas
para degradar penas na presenga de agentes redutores quimicos ou biologicos. Os
autores observaram que a pepsina e a tripsina s6 podem degradé-las depois que os residuos
hidrofobicos superficiais na estrutura da queratina sao clivadas por outras proteases, liberando
os sitios ativos da lisina e da arginina localizadas na estrutura interna da proteina.

Fakhfakh et al. (2011) demonstraram que a queratinase alcalina, derivada do
microrganismo B. pumilus Al isolado da &4gua poluida de abatedouros, solubilizou
completamente penas de frango em 2 dias a 45 °C em meio alcalino. Foi também referido que
o hidrolisado possui um potencial antioxidante e pode ser utilizado como ingrediente alimentar
funcional.

Para a hidrolise enzimatica de penas de frango, foi utilizada savinase® em diversas
pesquisas (LEE et al., 1991; GUPTA et al., 2012; ESLAHI et al, 2014). A savinase
(EC.3.4.21.62) ¢ uma enzima queratinolitica que € util em setores industriais, como reciclagem
de penas, couro, téxteis, alimentos, fertilizantes e cosméticos (KOTHARI; RANI; GOYAL,
2017). Segundo a Novozymes (2019), fabricante da Savinase®, esta enzima ¢ uma
endoprotease que quebra cataliticamente as ligagdes peptidicas, levando a solubilizacdo dos
peptideos por dissolugdo simples ou pelos surfactantes disponiveis. Além disto, considera que
a Savinase® nao tem muita especificidade, nem requerimento de aminoacidos em cada lado da
ligacdo peptidica, e reporta que a Savinase® catalisa a hidrolise estereoseletiva de alguns
ésteres, bem como amidas sob condigdes alcalinas. E recomendada para uso em solu¢des com

pH variando entre 6,5 e 11, sendo o pH 6timo de 8 a 10 e temperatura 6tima de 30 a 60 ° C.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444636621000191
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444636621000191
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Pesquisas mostram (RAMNANI, GUPTA, 2007; ESLAHI et al., 2014; SHARMA,
2018) que a eficiéncia da hidrélise enzimatica depende de varios fatores, tais como: tipo de
enzima, concentracao enzimatica, tempo de reacdo, concentragao do substrato, temperatura,
adicao de agente redutor, etc. e que estes fatores muitas vezes interagem uns com 0s outros.

Zou et al. (2016) estudaram a enzimolise de proteina de cérebro de porcinos e
propuseram um modelo de reproducido do comportamento cinético do sistema sob estudo, no
qual foi deduzido o mecanismo e feita a validagdo do modelo cinético da enzimolise. Neste
estudo foi evidenciada uma relagdo do grau de hidrolise com a concentragao de enzima,
concentragdo de substrato e o tempo de enzimolise. Nesta relagdo, o grau de hidrélise
apresentou-se como uma fungao logaritmica da relagdo entre enzima e substrato e do tempo.

Pagan et al. (2013) concluiram que o grau de hidrélise do substrato de ossos de porco
aumentou com concentra¢cdes mais altas da Neutrase® e tempos mais longos do processo de
hidrolise. O mais alto grau de hidrdlise (12,4 %) foi obtido ap6s 120 min de hidrélise com uma
relacdo enzima / substrato de 2,5 %. A hidrolise enzimatica foi realizada a 55 © C e um pH de
7,0.

Como estes fatores sdo relevantes e agem de diferentes formas, a depender também do
tipo de proteina (substrato), ¢ necessario estudar a sua ag¢do e interagdo em processos

especificos, sendo um dos objetivos desta pesquisa.

3.2.2 Utilizagdo de proteinas hidrolisadas e seus beneficios a satde

O desenvolvimento tecnoldgico no processamento de alimentos e os avangos nas
tecnologias de separagdo resultaram em uso de hidrolisados de proteinas dietéticas e suas
fragcdes em diversos produtos alimenticios. Hidrolisados proteicos, como os hidrolisados de
proteinas do leite e de ovos, sao usados devido as suas desejaveis propriedades nutricionais e
tecnologicas. Sdo fonte principal de proteina em suplementos e produtos de nutri¢do esportiva,
alimentos de fonte Unica (féormulas infantis e substitutos de refei¢des) e alimentos médicos, tais
como produtos para administragdo parentérica (RUTHERFURD, 2010).

Em relagdo a sua atuacao na saude, os hidrolisados proteicos t€ém sido utilizados para
melhorar a digestao e absor¢ao de fontes de proteinas pouco digeriveis e, mais recentemente
também foram citados como uma potente fonte de peptideos bioativos (RUTHERFURD, 2010).

Os peptideos bioativos sdo compostos que exibem um efeito nas fungdes ou condi¢des
corporais e podem influenciar positivamente a saude humana. Eles diferem amplamente em sua

composi¢do de aminoacidos, estrutura quimica e, portanto, em sua func¢ao bioldgica, podendo



29

ter efeitos anti-hipertensivos, antioxidantes, hipocolesterolémicos, antitromboticos,
imunomoduladores, além de atividade antimicrobiana, antiprotozoario e antiviral, o que os
tornam atraentes para aplicagdo em alimentos e produtos farmacéuticos. Os peptideos bioativos
podem conter de trés a 20 residuos de aminoacidos por molécula. Os peptideos tornam-se ativos
quando liberados da sequéncia proteica principalmente por hidrolise quimica acida ou alcalina,
acdo proteolitica de microrganismos ou hidrolise enzimatica. No entanto, os dois tltimos sao
mais amplamente utilizados para aplica¢des industriais alimentares e farmacéuticas (LEMES
et al., 2016a). Isto se deve a sua especificidade de agdo no substrato proteico, necessidade de
temperaturas brandas e pouco uso de reagentes se comparados aos processos quimicos,
possibilitando a formacgao de peptideos de melhor qualidade, além de nao resultar em impactos
ambientais negativos.

Os peptideos mais utilizados sdo derivados de proteinas caras, por exemplo, alimentos
(CHAE, IN, KIM, 1998; ULUKO, 2013b; ADJONU, 2014; ROCHA et al., 2017; ZHOU et al.,
2017), o que pode tornar sua aplicagdo inviavel economicamente. Processos que visam a
utilizagcdo de subprodutos agricolas para substituir recursos ndo renovaveis t€ém se destacado,
uma vez que os residuos gerados pelas agroindustrias s3o uma fonte rica em proteinas e uma
alternativa para obter compostos com bioatividade, principalmente a partir de hidrolisados
proteicos.

Atualmente, tem-se em vista o conceito de bioprospeccao para peptideos bioativos de
materiais contendo queratina, como 13, cabelo, pele e penas, que apresentam uma oportunidade
para o desenvolvimento de novos ingredientes alimentares funcionais e nutracéuticos, podendo
agregar valor a fontes naturais baratas e abundantes. Sdo relatados na literatura varios exemplos
de peptideos ricos em prolina com bioatividade produtiva em modelos de doenga humana
incluindo formagao de tumor, controle de hipertensao e de doenga de Alzheimer. As substancias
contendo a queratina, como penas, 13 e pele, muitas vezes descartadas apds o abate de animais,
podem ser consideradas como futuros nutrac€uticos importantes. Com base nos trabalhos
disponiveis na literatura, os hidrolisados de queratina geralmente mostram uma atividade
antioxidante mais forte, enquanto que os hidrolisados de colageno apresentam frequentemente,
melhor potencial anti-hipertensor. Quando hidrolisados enzimaticos de farinha de carne
(residuo de colageno) foram comparados com a queratina de residuos de farinha de penas de
frango (contendo também uma mistura de chifres e casco de vaca e bufalo), Ohba et al. (2003)
observaram que a atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina (ACE), que atua
como anti-hipertensivo, foi menor no hidrolisado de farinha de penas do que no hidrolisado de

farinha de carne. A baixa atividade inibidora da ACE pode resultar da menor concentragao de
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prolina e hidroxiprolina em residuos de queratina em comparagao com os residuos de colageno.
No entanto, a queratina mostra atividades antioxidantes mais fortes, como quando comparada
com os residuos de colageno, cujas atividades de captura do radical DPPH"" foram fracas.

De acordo com Fakhfakh et al. (2011) o hidrolisado obtido de penas de frango
hidrolisadas com queratinase da bactéria Bacillus pumilus Al teve uma elevada atividade
antioxidante. A atividade de inibi¢do do radical DPPH"* mais elevada foi de 0,3 mg - L' e foi

obtida ap6s 48 h em meio alcalino.

Quadro 1- Propriedades bioativas e funcionais de hidrolisados de diferentes subprodutos do
frango.

Subprodutos Propriedades bioativas ¢ A .
a1 .. Referéncias
hidrolisados funcionais
Saiga et al. (2008);
g)ss:ezijxc;oxa Anti-hipertensivo Nakade et al. (2008);
Cheng et al. (2009a, b)
Visceras Emulsificante Jamdar e Harikumar (2008a, b);
Antioxidante e anti-hipertensivo Jamdar et al. (2012)
Ez?i:ggg :esz((iz? da Anti-hipertensivo Karamac et al. (2005)
Penas e farinha de Antioxidante Fakhfakh et al. (2011);
penas Ohba et al. (2003)
Sangue Anti-hipertensivo Huang e Liu (2010)

Fonte: Adaptado de Lasekan et al. (2013).

O tipo da enzima, o grau de hidro6lise (GH) e a massa molecular dos peptideos sdo fatores
que influenciam a atividade dos hidrolisados. Substratos hidrolisados com enzima alcalase
tiveram boa atividade inibitoria de ACE (LASEKAN et al., 2013); peptideos de baixa massa
molecular (<1 kDa) tiveram boa correlagdo com a atividade antioxidante (JE; PARK; KIM,
2005; GRINGER et al., 2016).

Apds os peptideos bioativos terem sido obtidos, purificados, e ter sido provado seu
poder de acdo, eles podem ser aplicados a alimentos ou drogas como agentes bioativos. Suas

propriedades fisico-quimicas também podem ser exploradas.
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3.2.3 Propriedades funcionais das proteinas hidrolisadas

As propriedades funcionais das proteinas nos alimentos estdo relacionadas a suas
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas. A compreensao fundamental das propriedades
fisicas, quimicas, nutricionais e funcionais das proteinas e as mudangas que essas propriedades
sofrem durante o processamento ¢ essencial quando se quer melhorar o desempenho das
proteinas presentes em alimentos e quando se desejam fontes proteicas novas ou menos
dispendiosas para competir com proteinas alimentares tradicionais (DAMODARAN, 2010).

O processo de hidrolise enzimatica tem sido destacado na melhoria das propriedades
funcionais das proteinas como solubilidade, poder emulsificante, textura, tendo grande
aplicabilidade em produtos alimenticios. A hidrolise enzimdtica de proteinas se mostra
vantajosa em comparagdo com a hidrolise quimica, térmica e microbiana por produzir peptideos
com desejavel funcionalidade. E realizada com enzimas devido a0 modo de agdo altamente
especifico, facilidade de controle, uso de condi¢des mais brandas e tendéncia a nao causar danos
aos aminoacidos. Os cuidados no processo € na selecdo da enzima indicam que os hidrolisados
podem ser produzidos especificamente para aplicacdes alimentares (ADJONU et al., 2014).

As propriedades funcionais dos hidrolisados proteicos dependem do grau de hidrolise
(GH) e das propriedades fisico-quimicas, isto é, tamanho, solubilidade, etc., dos polipeptideos
e oligopeptideos do hidrolisado (DAMODARAN, 2010).

A hidrolise parcial de proteinas com uso de enzimas proteoliticas ¢ uma das estratégias
para melhorar as propriedades funcionais. Estas, como solubilidade, dispersibilidade, formagao
de espuma e emulsificagdo, podem ser melhoradas pela proteodlise limitada das proteinas. Os
hidrolisados proteicos t€ém muitos usos em alimentos para fins especiais, como alimentos
geriatricos, formulas infantis ndo alergénicas, bebidas para esportistas e alimentos dietéticos.
Como os hidrolisados proteicos podem ser digeridos com facilidade, eles sdo uteis em formulas

infantis e em alimentos geriatricos (DAMODARAN, 2010).
3.2.4 Grau de hidrdlise de proteinas

Os hidrolisados proteicos sdo principalmente produzidos a partir de hidrélise enzimatica
e/ou quimica e consistem em misturas complexas de aminoécidos livres e peptideos de
diferentes comprimentos de cadeia. O grau ao qual uma fonte de proteina foi hidrolisada ¢ um
reflexo do numero de ligagdes peptidicas quebradas e, portanto, do tamanho médio dos
peptideos presentes. O grau de hidrélise (GH) ¢ definido como a propor¢cdo de ligagdes

peptidicas clivadas numa proteina hidrolisada. Varios métodos sdo correntemente utilizados
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para determinar o grau de hidrélise dos hidrolisados alimentares. Os mais comumente usados
incluem o pH-stat, acido trinitrobenzenossulfonico (TNBS), o-ftaldialdeido (OPA), Nitrogénio
soluvel em acido tricloroacético (SN-TCA) e titulagado com formol. Os métodos de titulagao
TNBS, OPA e titulagdo com formol sdo baseados na medi¢cao de grupos amino gerados por
hidrolise, ambos determinam diretamente o0 GH. Nao existe consenso quanto ao melhor método
para determinar o GH de hidrolisados de proteinas (RUTHERFURD, 2010).

A titulacdo com formol (CH20), Sorensen method (AOAC 1995), ¢ usada para
determinar o grau de hidrélise através do acompanhamento da liberagdo de aminodacidos e
peptideos durante a hidrolise das proteinas por enzimas proteoliticas. Este método relaciona o
numero de ligagdes peptidicas quebradas como uma propor¢do do niimero total de ligagdes
peptidicas presentes na amostra integra, uma vez que o formaldeido (formol) em excesso se
combina facilmente com os grupos amino livres dos aminodcidos, que nesta reagao sao titulados
com solugdo alcalina. E um método facil e de resposta rapida para determinagio de GH, sendo
o método escolhido para determinagao dos graus de hidrdlise para o acompanhamento a cada 2
horas de processo desta pesquisa.

Existem outras metodologias mais modernas utilizadas em anélise protedmica (HAN,
ASLANIAN, YATES, 2008; EMIDIO et al., 2015) que permitem a avaliagdo do grau de
hidrélise como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectro de massas,
no entanto estas sdo mais sofisticadas e demandam mais etapas e custo operacional. Em
contrapartida elas oferecem uma andlise mais detalhada da molécula, sendo permitida a
determina¢do das massas moleculares. Assim, na presente pesquisa a metodologia de
cromatografia liquida de interacdo hidrofobica com acoplamento a ionizagdo de massas por
nebulizacdo e analisador QTOF (HILIC - ESI - QTOF - MS) foi usada para analise dos

hidrolisados finais produzidos.

3.3 TECNOLOGIAS DE ULTRASSOM E MICRO-ONDAS NA HIDROLISE DE
PROTEINAS

Diferentes pré-tratamentos, isoladamente ou em combinagao, t€ém sido estudados com o
objetivo de melhorar a eficiéncia da hidrélise enzimatica e de modificar as caracteristicas
funcionais dos hidrolisados de proteinas, incluindo aplicagdo de calor, aplicagdo de ultrassons,
micro-ondas, aplicagdo de alta pressao e métodos quimicos. Tais métodos tém efeitos variados

sobre os produtos da hidrolise enzimatica (ULUKO et al., 2013a).
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Técnicas alternativas como micro-ondas, sono- ou foto- quimica assistida tém sido
aplicadas por pesquisadores nos ultimos 20 anos, aproveitando os avangos da tecnologia para
ndo apenas economizar energia, mas também reduzir os tempos de reacdo, simplificar as
condigdes experimentais e aumentar a eficacia dos catalisadores. Na quimica das micro-ondas,
agora ¢ possivel usar equipamentos comerciais para controlar todos os aspectos do aquecimento
por micro-ondas, melhorando muito a seguranga e a reprodutibilidade. As micro-ondas
permitem um aquecimento e arrefecimento muito rapidos, evitando a necessidade de
prolongamento do tempo de residéncia a altas temperaturas (ANASTAS et al., 2009).

O uso de irradiagdo de micro-ondas para acelerar reagdes quimicas ou enzimaticas tem
sido amplamente explorado. As economias de energia em comparacdo com o aquecimento
convencional dependem da eficiéncia na conversdo de energia elétrica em energia de micro-
ondas, bem como das caracteristicas do reator, da quantidade de mistura reacional e da
capacidade dos componentes de reacdo para absorver energia de micro-ondas. O uso de
aquecimento por micro-ondas em escala industrial estd em estagios iniciais de pesquisa, embora
até agora ter sido considerado vantajoso em compara¢do com o aquecimento convencional.
Anastas et al. (2009) reportam que na vanguarda da pesquisa de micro-ondas estd se usando
esta energia para suportar outras técnicas "verdes", tais como quimica livre de solventes ou
aquosa e reatores com catalisadores e suportes reciclaveis.

Além das micro-ondas, o ultrassom, ¢ também considerado uma tecnologia limpa
promissora. Sonoquimica ¢ o uso de ondas sonoras de alta frequéncia (20 - 100 kHz) a fim de
gerar cavitagdo acustica para iniciar ou acelerar reagdes quimicas. O colapso das bolhas
formadas em solu¢do pelas ondas sonoras resulta em temperatura e pressao muito altas, € mais
energia disponivel por molécula do que aquecimento térmico. A aplica¢do de ultrassom pode
quebrar ligacdes quimicas e acessar novos caminhos de reacdo. As ondas sonoras também
podem levar a "falsa sonoquimica": efeitos analogos a agitacdo de alta velocidade que também
podem melhorar a eficiéncia das reagdes quimicas (ANASTAS et al., 2009). Para a industria
alimenticia, esta nova tecnologia pode ser de interesse significativo, pois permite que a quimica
de renovéveis seja promovida, isto €, aproveitando subprodutos como biomassa rica em
celulose, amido e proteinas, e realizando reagdes quimicas usando solventes e reagentes
ambientalmente corretos e em menores quantidades (WEISS, 2011).

Diversas pesquisas apontam que o ultrassom causa efeitos sobre as propriedades das
proteinas (SORIA; VILLAMIEL, 2010). A aplicagdo de ultrassom de alta intensidade (com
frequéncias de 16 -100 kHz) a uma proteina pode causar alteragdes quimicas e fisicas devido a

cavitacdo, gradiente de temperatura, agitacao dinamica, tensdes de cisalhamento e turbuléncia
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(O’DONNELL et al., 2010; ARZENI et al., 2012). Os efeitos das ondas ultrassonicas nas
proteinas sdo muito complexos, podendo ocorrer um aumento ou diminui¢do da
susceptibilidade hidrolitica das proteinas, dependendo das condic¢des e da intensidade do pré-
tratamento, bem como sobre a natureza da protease ou proteina utilizada (ULUKO, 2014).

O uso de ultrassom ganha importancia na hidrdlise enzimatica das proteinas, assistida
ou como pré-tratamento do substrato proteico antes da hidrélise enzimatica porque a redugao
da distribui¢ao do tamanho de particulas pode ser alcangada, com a vantagem de ser uma técnica
de processamento nao-térmico, leve e que evita a formagdo de gases e a deterioragao dos
componentes alimentares e nutrientes (JOVANOVI'C et al., 2016; ZOU et al., 2016).

As interagOes afetadas e a estrutura da proteina apds o tratamento com ultrassom podem
expor mais a molécula para a agdo enzimatica causando um aumento no grau de hidrolise e
bioatividade. Assim, a aplica¢dao de ultrassom a substratos proteicos vem sendo utilizada com
sucesso antes da hidrolise enzimatica, a fim de aumentar o grau de hidrdlise e a bioatividade
resultante dos hidrolisados em diferentes proteinas. Uluko et al. (2014) conseguiram aumentar
o grau de hidrélise de concentrado proteico de leite, além disso, os hidrolisados resultantes
tiveram uma maior atividade inibitdéria da ACE por meio do uso do ultrassom.

Jovanovi'c et al. (2016) relataram que os pré-tratamentos de ultrassom parecem
melhorar muito a hidroélise enzimatica de proteinas da clara de ovo em diferentes condicoes,
quando comparado aos outros métodos estudados.

Com base na literatura pesquisada, foi possivel elaborar o Quadro 2, onde sdo listados
trabalhos que envolvem a hidrélise de proteinas, produgdo de peptideos bioativos bem como

novas tecnologias utilizadas.



Quadro 2 - Estudos da hidrélise de proteinas, producio de peptideos bioativos e uso de novas tecnologias de tratamento.
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Estudo

Parametros estudados

Enzima (s)
utilizada (s)

Matéria prima

Resultados

Referéncia

Extracdo de queratina de
penas usando diferentes
tratamentos quimicos

Potencial antioxidante
dos peptideos

Nao utilizou
enzima. Utilizou
2-mercaptoetanol
(TME), sulfeto de

sodio (SS) e
dodecil sulfato de

sodio (SDS)

Penas de frango

A queratina extraida pelos trés métodos teve potencial
antioxidante. A redugdo de queratina com SS
apresentou o melhor potencial antioxidante ICso de
0,533 + 0,061 mg - mL! (DPPH)

Alahyaribeik
e Ullah (2020)

Uso de tecnologia
ultrassonica para
formacéao de material
polimérico a partir de
queratina de penas

Processo de dissolugdo de
penas de peru

Nao utilizou
enzima. Usou
liquidos 16nicos

Penas de peru

Foi possivel otimizar o processo de dissolugdo através
do uso de ultrassom e gerar um material polimérico
biodegradavel

Azmi, Idris,
Yusof (2018)

Imobilizagdo da enzima e
hidrélise do soro de leite

Potencial antioxidante
dos peptideos

Protease aspartica
imobilizada de
frutos de
Salpichroa
origanifolia

Soro de leite

A enzima imobilizada apresentou maior estabilidade
térmica. O soro atingiu um grau similar de hidrdlise
com ambas as formas da enzima (6 — 8 %). O
hidrolisado foi considerado como uma fonte promissora
de antioxidantes

Rocha et al.
(2017)

Produgio e caracterizagdo
de microparticulas de
queratina de biomassa de
penas

Atividade antioxidante e
anticancerigena

Nao utilizou
enzima. Hidrolise
quimica alcalina

Penas de frango

As microparticulas de queratina apresentaram potencial
antioxidante significativo com niveis ICso de 9,02 e
13,15 g. mL"!, bem como 5,60 € 8,96 g . mL"' em
bioensaios de eliminacdo de radicais DPPH e ABTS,
respectivamente. Na condi¢do de indices terapéuticos
(TIs), as microparticulas exibiram um nivel muito
pequeno ou nulo de potencial anticancerigeno contra as
linhagens celulares estudadas

Sharma et al.
(2017)

* DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS = 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico); ICso = concentragdo da amostra necessaria para
50% de inibicao do radical oxidante.




Quadro 2 — Continuagao.

36

glaten de milho

. Enzima (s L .
Estudo Parametros estudados - ) Matéria prima Resultados Referéncia
utilizada (s)
As analises estruturais das proteinas (espectro de
Pré-tratamentos com o o ' fluorescéncia, espectros de FTIR e CD), analises Zhou et al
calor e ultrassom na Cin¢tica de hidrolise e Protamex Farinha de morfologicas (AFM e SEM) demonstram que o pré- )
oo . . , . . (2017)

enzimolise de farinha de estrutura proteica Protease gluten de milho tratamento combinado de ultrassom e calor

proporcionou o melhor grau de hidrélise e melhoraram
a taxa da reacdo de enzimdlise

Aplicacao de alta pressdo

O grau de hidrolise (GH) aumentou com a pressao ¢

com o tempo de processamento, variando de 4 a 17 %,
Ambrosi et al.

de hidrolisado de
queratina de penas

MALDI -TOF

hidrostitica (HHP) para Velocidade da hidrolise quimotripsina e Concentrado num tempo de 30 min para diferentes pressoes
. o Poder alergénico das . proteico de soro aplicadas. (2016)
auxiliar a hidrélise f bromelina . . .
oo . proteinas de leite O aumento significativo do GH
enzimatica de proteinas pode estar ligado a reducdo da antigenicidade das
proteinas do soro
Grau e cinética de O pré-tratamento com ultrassom apresentou um efeito
Pré-tratamento com hidrolise. Distribuicio do Proteina da clara importante no tamanho, uniformidade e carga das Jovanovi’c et
ultrassom na enzimolise tamanhc.) das pa rtic(:;ulas Alcalase de ovo particulas da proteina, afetando também o teor de grupo al. (2016)
da clara de ovo Teor de 012 sulfi drifa sulfidrila. Foi benéfico para a hidrolise enzimatica em '
grup comparagdo com o pré-tratamento térmico
Identificagdo e Foi identificado um peptideo com
caracterizacao de um Atividade antioxidante Usou a bactéria atividade antioxidante (Ser-Asn-Leu- Wan ot al
peptideo antioxidante Espectro de massa Bacillus subtilis Penas de frango Cys-Arg-Pro-Cys-Gly) (2016)

e determinado que representa uma
porc¢do de queratina de penas perto do seu terminal-N
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Enzima (s L A
Estudo Parametros estudados - ) Matéria prima Resultados Referéncia
utilizada (s)
Produgéo de . Concentragdo enzimatica, O tamanho minimo de particula foi obtido usando 5 g.
nanoparticulas a partir de concentracao do substrato L' de pena e 3,6 % de enzima no tempo de hidrélise de
residuos de penas por e tempo de hidrdlise. . ® 243h; Eslahi et al.
hidrolise enzimatica, Efeito do ultrassom Savinase Penas de frango ) tamanho medio das particulas hidrolisadas diminuiu (2014)

seguida de tratamento
ultrassonico

(como pods-tratamento) no
tamanho das particulas

de 297 para 127 nm apds tratamento ultrassdénico

Os hidrolisados de penas apresentaram propriedades

~ S . At.1v1dade . Usou bactéria antioxidantes. Também demonstraram atividade anti-
Producéo de hidrolisados antioxidante, anti- . . . N, : Fontoura et al.
. ; Chryseobacterium  Penas de frango hipertensiva por inibir a enzima conversora de
de penas hipertensiva o o A . (2014)
¢ anti-diabetes sp angiotesina em 65 % e anti-diabetes por inibir a
dipeptidil peptidase-IV em 44 %
Efeitos de pré-
tratamentos de micro-
. . ondas e ultrassom na Alcalase , .
Aplicacdo de micro- cinética. erau de Tripsina Concentrado Os pré-tratamentos com ultra-som e micro-ondas
ondas e ultrassom antes hidrolise S’O‘(lg bilidade Neutrase roteico de leite melhoraram a hidrolise, solubilidade e atividade Uluko et al.
da hidrolise enzimatica de » SO Protease alcalina p inibidora de ACE do concentrado dependendo da (2013a)

proteinas do leite

proteica, amargor e
atividade inibitéria da
enzima conversora
angiotensina (ACE)

Flavourzyme

enzima e do tempo de pré-tratamento

Aplicagdo de ultrassom
de alta intensidade
(HIUS) em proteinas
alimentares

Impacto do ultrassom
sobre a funcionalidade de
proteinas alimentares
utilizadas industrialmente

Nao utilizada

Concentrado de
proteina de soro
de leite, isolado
de proteina de
soja e proteina
da clara de ovo

A HIUS induziu modificagdes sobre propriedades
funcionais, como gelificacdo, viscosidade e
solubilidade, e essas mudancas sdo consideradas
intimamente relacionadas com modificagdes
moleculares, principalmente aumento de
hidrofobicidade e varia¢do de tamanho de particula.
Estas dependem da natureza da proteina e do seu grau
de desnaturag@o e agregagao

Arzeni et al.
(2012)
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Estudo Parametros estudados

Enzima (s)
utilizada (s)

Matéria prima

Resultados

Referéncia

Efeitos do pré-tratamento
na hidrolise enzimatica e
nas propriedades
emulsificantes dos
hidrolisados

Pré-tratamento com
ultrassom em isolado de
proteina de soja

Papaina

Isolado de
proteina de soja

O pré-tratamento combinado com ultrassom ¢ a
hidroélise enzimatica controlada podem ser um método
eficaz para a modificac¢do da funcionalidade de
proteinas globulares. O pré-tratamento com ultrassom
foi capaz de melhorar a acessibilidade de algumas
subunidades das proteinas da soja a hidrolise da
papaina, resultando em mudangas no GH, solubilidade
proteica (SP), hidrofobicidade superficial (HO) e
estrutura secundaria para US de 400W

Chen et al.
(2011)

Produg@o de hidrolisado a
partir da fermentacao de
penas de frango

Digestibilidade in vitro,
potencial antioxidante

Queratinase
alcalina de B.
pumilus Al

Penas de frango

O hidrolisado de proteina de penas obtido teve um bom
potencial antioxidante. Conteve grandes quantidades
de peptideos e aminoacidos. Além disso, apresentou
uma digestibilidade in vitro muito alta em comparacao
com a das penas nao tratadas

Fakhfakh et al.
(2011)

Produc@o de hidrolisado
de queratina
através de
hidrolise alcalina e
enzimas

Eficiéncia da degradagdo
das penas

Savinase® Ultra
16L, Greasex 50L

Penas de aves

O hidrolisado de queratina produzido teve alto
teor de nitrogénio e nivel razoavel de solidos
inorgénicos. A tecnologia de dois estagios de hidrdlise
alcalina-enzimatica de penas aves de capoeira
em um ambiente de 0,3 % KOH atingiu alta eficiéncia
sob condigdes de reagdo suaves (temperatura nao
superior a 70 °C com pH em uma regido levemente
alcalina)

Mokrejs et al.
(2011)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas penas de frango branco (Gallus gallus domesticus), provenientes da
etapa de depenagem, obtidas de uma planta de processamento de frango na cidade de Palhoca,
no Estado de Santa Catarina, Brasil. 10 kg de material imido foram limpos e secos (item 4.3.1)
no Laboratério de Processos com Membranas (LABSEM - EQA- UFSC).

A pena foi caracterizada quanto a umidade, cinzas, proteinas e lipideos, seguindo os
procedimentos analiticos da AOAC (2012), descritos nos métodos n° 950.46, 920.153, 928.08

e 920.39, respectivamente.

4.2 ENZIMA E ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi utilizada a enzima alcalina serina endopeptidase, Savinase® (16L TYPE EX,
EC.3.4.21.62, lote A-68546, Novozymes Latin America, Araucaria-PR, Brasil), doada pela
empresa Novozymes. A savinase® foi armazenada sob refrigeracio (7 + 2 °C), até o momento
da sua utilizagao.

Foi realizado o ensaio quantitativo da atividade proteolitica da enzima Savinase® através
de espectrofotometria, com azocaseina como substrato controle, segundo metodologia descrita
em Ginther (1979) e Daroit (2009), com algumas modificacdes, sendo determinada em trés
pH’s distintos: 8,4; 9,4 e 10,4. A reacdo enzimatica foi feita através da mistura de 100 pL de
tampao Tris-HCI (pH 8,4, 9,4 e 10,4), 300 pL. de azocaseina 1% (diluida nos respectivos
tampoes pH 8,4, 9,4 ¢ 10,4) e 100 uL da enzima adequadamente diluida. Esta mistura reacional
foi incubada a 40 °C por 30 min, em banho agitado. Apds a incubacao, a reacao foi interrompida
pela adi¢cdo de 600 pL de écido tricloroacético (TCA, 10% m/v), sendo a mistura resfriada por
10 min a - 4 °C, em seguida centrifugada a 6.000g por 20 min. Ap6s a centrifugagao, 800 pL
do sobrenadante foram pipetados e adicionados de 200 uL de NaOH (1,8 N). Por fim, a
absorbancia a 420 nm foi medida em espectrofotometro UV-Vis (Quimis, Q8898U2MS5). Um
padrao foi preparado com as mesmas substancias, diferindo apenas na ordem de adi¢do do TCA,
que foi adicionado antes da enzima para a incuba¢do. Uma unidade de atividade enzimatica da
protease (U) foi definida como a quantidade de enzima que causou um acréscimo de 0,1 na

absorbancia por minuto, nas condi¢des definidas para o ensaio.



4.3 PROCESSAMENTO DAS PENAS E OBTENCAO DO HIDROLISADO

O processamento das penas de frango para obtencao do hidrolisado foi realizado de

acordo com as etapas estruturadas no Fluxograma mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma de obtenc¢do do hidrolisado de queratina de penas de frango.

Penas

N

Preparo da amostra

N\

Dissolucio

1% etapa

v 22 etapa

Tratamento ultrassom / micro-ondas

N

Hidrolise enzimatica

AV4

[nativagio da enzima

\Z

Filtracio

N

Armazenamento do hidrolisado

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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4.3.1 Preparo da amostra

Limpeza: As penas foram inicialmente lavadas com agua, depois imersas em uma
solucao aquosa contendo 1 g/L de detergente neutro de uso doméstico durante 30 min a 45 °C,
para remocao parcial da gordura. Enxagues consecutivos com agua a 45 °C foram realizados e,
ao final, com dgua destilada (ASTM, 2005).

Secagem: As penas foram secas a 45 °C durante 12 h em estufa de secagem (SPlabor,
modelo SP-400, Presidente Prudente -SP, Brasil).

Moagem: As penas limpas e secas foram moidas em moinho de facas (Tecnal, modelo
TE-648, Piracicaba - SP, Brasil).

Acondicionamento e armazenamento: As penas moidas foram embaladas em saco
plastico de polietileno de baixa densidade (PEBD) de fechamento hermético e armazenadas em

freezera -16 + 2 °C.

4.3.2 Dissolugao quimica das penas

A dissolucdo quimica foi realizada através da pesagem de diferentes percentuais de
substrato (penas moidas), adicionadas em agua destilada (até volume total de 100mL), sulfito
de sdédio e de hidréxido de sodio (concentragdao de 0,08 molar), obtendo-se uma solugdo em pH
12,9. As concentragdes de substrato e de sulfito de sddio estdo detalhadas em planejamento
experimental da Tabela 1.

As misturas foram aquecidas em um sistema montado com trés reatores encamisados
(capacidade individual de 300 mL) (Figura 4), a temperatura controlada por circulagdo de agua
proveniente de banho termostatizado (Quimis; modelo 0214M2; Diadema - SP, BR) e agitadas

continuamente (100 rpm) durante 12 h por agitadores magnéticos.
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Figura 4 - Dissolugdo quimica das penas em sistema de reatores encamisados.

H,0O

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Foram realizados testes preliminares para avaliar as condi¢des de dissolug¢do (pH,
tempo, temperatura, concentracdo do substrato, concentracdes dos reagentes). Estes foram
realizados em meio redutor basico, utilizando como referéncia informac¢des contidas em
trabalhos de Ramnani, Gupta, (2007); Eslahi, Dadashian, Nejad, (2013). Apos os testes, ensaios
para a determinacdo das melhores condigdes de dissolugcdo foram realizados através de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 2* apresentado na Tabela 1. O delineamento
foi utilizado para estudar os efeitos das variaveis: concentragdo de substrato, temperatura e
concentracao de sulfito de sodio, sobre a dissolu¢cdo completa das penas em meio aquoso, com
o grau de hidrolise GH (%) como varidvel resposta.

O ensaio no qual se obteve os melhores resultados, foi denominado como “melhor
condicdo de dissolu¢@o”, sendo este escolhido para ser utilizado para as demais etapas de

hidroélise enzimatica e de aplicacao de ultrassom e micro-ondas.
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Tabela 1 - Planejamento fatorial 2> para avaliar os efeitos das varidveis concentracio de
substrato, temperatura e concentragcao de Sulfito de Sédio na dissolugdo das penas.

Real

Ensaio Codificado - substra?garlavels 1n€ependenteé SO

(%) Q) (M)
1 -1,00 -1,00 -1,00 2,0 70,0 0,06
2 -1,00 -1,00 1,00 2,0 70,0 0,10
3 -1,00 1,00 -1,00 2,0 90,0 0,06
4 -1,00 1,00 1,00 2,0 90,0 0,10
5 1,00 -1,00 -1,00 4,0 70,0 0,06
6 1,00 -1,00 1,00 4,0 70,0 0,10
7 1,00 1,00 -1,00 4,0 90,0 0,06
8 1,00 1,00 1,00 4,0 90,0 0,10
9 -1,68 0,00 0,00 1,32 80,0 0,08
10 1,68 0,00 0,00 4,68 80,0 0,08
11 0,00 -1,68 0,00 3,0 63,2 0,08
12 0,00 1,68 0,00 3,0 96,8 0,08
13 0,00 0,00 -1,68 3,0 80,0 0,05
14 0,00 0,00 1,68 3,0 80,0 0,11
15 0,00 0,00 0,00 3,0 80,0 0,08
16 0,00 0,00 0,00 3,0 80,0 0,08
17 0,00 0,00 0,00 3,0 80,0 0,08

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

4.3.3 Hidro6lise enzimatica

A hidrolise enzimatica foi procedida por incubagdo em sistema de reatores encamisados
(Figura 4), sob agitacdo a 60 rpm e temperatura controlada por agua recirculada em banho
termostatizado (Quimis; modelo 0214M2; Diadema, SP, BR). A agitacdo foi aplicada com
intuito de auxiliar a homogeneiza¢do do meio, substrato, enzimas e reagentes, evitar variacao
na temperatura e no pH dentro do reator.

Os ensaios experimentais da hidrolise enzimatica foram realizados de acordo com os

parametros estabelecidos no Quadro 3, seguindo o delineamento composto central rotacional
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22 apresentado na Tabela 2 para estudar o efeito das varidveis concentragio enzima/substrato
(E/S) e temperatura, sobre a resposta grau de hidrélise (GH).

O pH dos solubilizados provenientes da dissolu¢ao quimica foi ajustado com solugao
de HCI1 (3 N) para 10,6. Em seguida, a enzima foi adicionada e a reagdo monitorada a cada duas
horas através do grau de hidrolise, método descrito no item 4.4.1. Ao final do processo foi feito
o resfriamento e armazenamento do hidrolisado em tubos tipo Falcon de 50 mL a temperatura
de -16 = 2 °C até o momento das analises, quando entdo foram filtrados segundo método

descrito no item 4.3.5 (filtragdo dos hidrolisados com membrana).

Quadro 3 - Parametros da hidrélise enzimatica: concentracdo de substrato, tempo, pH,
concentracdo de enzima e temperatura.

Concentracdo E/S | Temperatura
(%) O

Concentragdo substrato | Tempo

(%) (h)

Enzima pH

Savinase® 4,0 10 10,6 5,0 a23,1 45,0 a 55,0

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Tabela 2 - Planejamento fatorial 2% para avaliar os efeitos das variaveis relagdo enzima/substrato
e temperatura na hidrolise enzimatica da queratina de penas de frango com savinase®.

Real

Ensaio Codificado E/\S/arlavels independentes -

(%) (C)
1 -1,00 -1,00 5,0 45,0
2 -1,00 1,00 5,0 55,0
3 1,00 -1,00 20,0 45,0
4 1,00 1,00 20,0 55,0
5 -1,41 0,00 1,9 50,0
6 1,41 0,00 23,1 50,0
7 0,00 -1,41 12,5 43,0
8 0,00 1,41 12,5 58,0
9 0,00 0,00 12,5 50,0
10 0,00 0,00 12,5 50,0
11 0,00 0,00 12,5 50,0

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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O ensaio no qual se obteve o melhor resultado de hidrdlise enzimatica, foi escolhido
para as demais etapas e, apos a aplicacdo do ultrassom e das micro-ondas, foi executado com
os mesmos valores das varidveis definidas por ter estas melhores condigdes. Assim, ao final das
etapas, obtiveram-se 3 hidrolisados: hidrolisado enzimatico (1* etapa) sem aplicacdo de pré-
tratamento (EZ), hidrolisado com pré-tratamento com ultrassom (US) e hidrolisado com pré-

tratamento com micro-ondas (MW).

4.3.4 Pré-tratamento enzimatico: aplicagdo das tecnologias de ultrassom e micro-ondas

O ultrassom e as micro-ondas foram aplicados como pré-tratamento nas solugdes apos
a etapa quimica de dissolugdo das penas. As penas foram processadas na melhor condi¢do de
dissolugdo, ao término desta o pH foi ajustado em 10,6 (pH para a enzimoélise com a savinase®)
antes dos pré-tratamentos.

Em seguida, os pré-tratamentos dos solubilizados com sonda de ultrassom e micro-

ondas foram aplicados como descrito a seguir:

Ultrassom: 50 mL da solugdo de penas dissolvidas, obtidos na melhor condigao, foram
transferidos para béqueres plasticos de 100 mL e sonicados em sonicador ultrassonico (Eco-
sonics, modelo QR500, Indaiatuba, SP, Brasil), frequéncia e poténcia ultrassonica de 20 kHz e
de 500W, respectivamente (JAMBRAK et al. 2014; HOLKAR et al., 2016) A sonda com
microponta de titanio de 4 mm de didmetro, foi inserida na parte central do recipiente a uma
profundidade de 0,5 cm dentro da solugdo. As condi¢des operacionais, nos niveis inferiores e
superiores de poténcia (200 e 400W) e de tempo (5 € 20 min), foram executadas de acordo com
o planejamento experimental composto central rotacional 2 apresentado na Tabela 3. Durante
a aplicagdo do ultrassom, o recipiente foi imerso em banho de gelo para que a temperatura da

solugdo ndo excedesse 60° C (Figura 5).
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Figura 5 - Pré-tratamento da solu¢do de pena de frango em sonicador ultrassonico.

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2020).

Tabela 3 - Planejamento fatorial 2% para os pré-tratamentos com ultrassom e micro-ondas nas
solugdes de penas dissolvidas.

Real

Ensaio Codificado o tézca;;iéveis independent;zmpo

(W) (min)
1 -1,00 -1,00 200,0 5,0
2 -1,00 1,00 200,0 20,0
3 1,00 -1,00 400,0 5,0
4 1,00 1,00 400,0 20,0
5 -1,41 0,00 160,0 12,5
6 1,41 0,00 442.0 12,5
7 0,00 -1,41 300,0 1,9
8 0,00 1,41 300,0 23,1
9 0,00 0,00 300,0 12,5
10 0,00 0,00 300,0 12,5
11 0,00 0,00 300,0 12,5

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Micro-ondas: 20 mL da solucdo de penas dissolvidas foram transferidos para tubos vial
de um reator de micro-ondas (Anton Paar, modelo monowave 400). O pré-tratamento foi
realizado variando poténcia e tempo de processo, conforme planejamento experimental

mostrado na Tabela 3. As temperaturas reais das solugdes de reagdo foram medidas durante a
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irradiacdo com micro-ondas, pelo equipamento, no qual foi programada a temperatura maxima

de 70 °C, considerando as condigdes amenas de temperatura estabelecidas para esta pesquisa.
As amostras pré-tratadas em ultrassom e micro-ondas foram para a etapa de hidrolise

enzimatica seguindo os parametros do ensaio escolhido por ter as melhores condigdes de

hidrolise enzimatica.

4.3.5 Filtragao dos hidrolisados com membrana

Com objetivo de separar impurezas e permear aminoacidos e peptideos, os hidrolisados
obtidos no final da enzimodlise foram neutralizados para pH 7,5 com HCI (5 N) e em seguida
foram filtrados. A microfiltragdo foi realizada em sistema de filtragdo perpendicular
pressurizado a 2 bar, com célula de inox, agitacdo magnética e membrana PVDF de 0,2 um
(MV020, Microdyn Nadir), com 4rea filtrante de 1,02 x10~ m?, previamente hidratada em 4gua
destilada por 20 min. Os hidrolisados filtrados foram congelados a temperatura de -16 = 2 °C
e, posteriormente, destinados a analise de espectrometria de massa e demais analises. Os
hidrolisados filtrados foram assim denominados:

EZ - Hidrolisado enzimético (1? etapa) sem tratamento ultrassom/micro-ondas;

US - Hidrolisado com pré-tratamento de ultrassom;

MW - Hidrolisado com pré-tratamento de micro-ondas.

4.4 ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO DE HIDROLISE E CARACTERIZACAO
DOS HIDROLISADOS

4.4.1 Grau de hidrolise (GH)

A evolugdo das etapas de dissolucdo quimica e hidrolise enzimatica foi monitorada
através da retirada periddica (em tempos de 2 em 2 horas) de aliquotas do meio de incubagao
para avaliar o grau de hidrolise (GH).

O GH foi medido pelo método de Sorensen (AOAC, 2012), baseado na titulacdo com
formol (formaldeido) para determinar o Nitrogénio a-amino (NA). O formol em excesso se
combina facilmente com os grupos amino livres dos aminoécidos, que nesta reacdo sao titulados
com solugdo alcalina em presenca de fenolftaleina como indicador. O amino grupo do
aminoacido produz um derivado do metileno com o formol e perde suas propriedades

cationicas, enquanto o grupo carboxil do aminoacido ¢ desbloqueado e pode ser titulado com a
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base na presenca de fenolftaleina. O nimero de grupos carboxil liberados ¢ equivalente ao
nimero de ligagcdes dos aminoacidos com formol.

A mistura reativa formol-fenolftaleina é obtida através da adicao 1 mL de fenolftaleina
0,05 % (solvente alcool etilico 50 %) em formol (CH20 37 %) até um volume final de 50 mL.
O pH desta solugdo foi ajustado a pH 8,5 com solu¢do de BaOH» 0,2N imediatamente antes da
utilizagdo. Em seguida, adicionou-se 10 mL do reagente de formaldeido a 10 mL da solucdo de
hidrolisado sob investigacao (com pH ajustado para 8,5) e a mistura foi agitada e titulada com
uma solugdo de Ba(OH) 0,2 N até o ponto final (pH 8,5). Registrou-se os volumes necessarios
de solu¢des de BaOH>. Um branco foi preparado com volume equivalente de dgua destilada

fervida e solug¢do de formol neutralizada.

A titulagdo direta foi tomada como uma medida dos aminoacidos e peptideos presentes,

sendo calculado o NA através da seguinte equagao (1):

NA — (VBa(OH)Z_ VBranco) :) 'NBa(OH)Z . 0,014.100 (l)

Onde: NA - Nitrogénio a-amino
VBaony2 - volume (mL) de Ba(OH). 0,2 N gasto na titulagdo da amostra
VBranco - volume (mL) de solugdo de Ba(OH)> 0,2 N gastos na titulagdo do branco
f - fator da solugdo de Ba(OH)> 0,2 N
N Baon)y2 - normalidade da solu¢do de Ba(OH), (= 0,2 N)

P- peso da amostra em gramas na aliquota

O GH ¢ calculado usando a relacdo entre os grupos amino livres formados durante o

processo de hidrdlise e o nitrogénio total, segundo a Equagdo 2:

Nitrogénio a—amino (NA)

%GH =
% Nitrogénio total (NT)

.100 )

O Nitrogénio Total (NT) foi determinado pelo método de Kjeldahl, 928.08, AOAC,
(2012).
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4.4.2 Caracterizagdo do hidrolisado de queratina de penas de frango

Para caracterizagdo do hidrolisado de queratina de pena de frango foram realizadas as
analises, assim agrupadas (Quadro 4):

Quadro 4 - Propriedades nutricionais, bioativas, estruturais, funcionais, fisico-quimicas e
sensoriais do hidrolisado.

PROPRIEDADES ANALISES

Quantificacao de proteina, umidade, cinzas e matéria seca

Perfil peptidico

Nutricionais e bioativas | pyjsegtibilidade in vitro de proteinas

Atividade antioxidante

Tamanho de particulas

Estruturais
Caracteristicas estruturais (FTIR)
Solubilidade proteica (SP)
Funcionais Capacidade emulsificante (CE)

Estabilidade da emulsao (EE)

pH

Densidade

Fisico-quimicas e

. Viscosidade
sensoriais

[ndice de refracdo

Cor

4.4.2.1 Quantifica¢do de proteina, umidade, cinzas e nutrientes em base seca

A quantidade de proteina do hidrolisado apos processo foi determinada, através da
metodologia de Lowry et al. (1951), usando albumina sérica bovina (CAS 9048-46-8, Sigma-
Aldrich) como padrao.

O teor de umidade e de cinzas dos hidrolisados foi determinado pelos métodos n® 950.46
€ 920.153, descritos nos procedimentos analiticos da AOAC (2012). O percentual de nutrientes
em base seca foi determinado subtraindo-se o percentual de umidade. Os lipideos foram

calculados por diferenca dos 100% pelo somatério dos demais micronutrientes.
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4.4.2.2 Perfil peptidico

O perfil peptidico (massa molecular, distribuicdo quanto ao tamanho dos peptideos: di-
, tri- e oligopeptideos) foi determinado por cromatografia liquida de interacao hidrofébica com
acoplamento a ioniza¢do de massas por nebulizacdo e analisador QTOF (HILIC - ESI - QTOF
- MS).

4.4.2.3 Digestibilidade in vitro das proteinas

A digestibilidade in vitro foi avaliada através do método descrito por Tiwary e Gupta
(2012), com modificagdes, em que 1 mL do hidrolisado foi diluido em 7,5 mL de HCI 0,1 N
(pH foi ajustado entre 1,5 e 2,0), com adi¢do 2 mg - mL! de pepsina e incubacio da mistura a
37 °C durante 2 h. Apos isso, o pH foi ajustado para 8 por adigdo de hidroxido de sédio 2 M,
sendo adicionada tripsina 2 mg - mL™! , e a mistura reacional incubada a 37 ° C durante 16 h.
Apos os tratamentos com pepsina e tripsina, as amostras foram centrifugadas a 6000 g e os
peptideos soluveis no sobrenadante foram medidos a 660 nm. A digestibilidade percentual foi
calculada pela razdo entre proteina total liberada ap6s digestdo de 1mL de amostra e a proteina
total de 1mL da amostra antes da digestdo. Paralelamente, foi preparado um branco com agua

destilada e demais reagentes e a curva-padrao foi feita com albumina sérica bovina.

4.4.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos hidrolisados de pena foi avaliada por duas metodologias
de captura de radicais: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH'") e 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS™). Os ensaios foram realizados em triplicata, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro UV-Vis (Quimis, Q8898U2MS5). O acido galico
foi utilizado como antioxidante padrdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

A andlise de inibi¢ao do radical DPPH, foi realizada conforme metodologia de Brand-
Williams et al. (1995), que se baseia na captura do radical por antioxidantes, produzindo um
decréscimo da absorbancia a 515 nm. Para a analise, foram feitas diferentes diluicdoes dos
hidrolisados, e aliquotas de 0,1 mL de cada dilui¢do foram transferidas para tubos de ensaio
com 3,9 mL de solugdo metandlica 0,06 mM do radical DPPH™" (Absorbancia 1,0 + 0,1). As
misturas reativas foram homogeneizadas e incubadas por 30 min em temperatura de 25 °C, ao

abrigo de luz, até medida da absorbancia a 515 nm. Metanol foi utilizado como branco e o
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controle foi constituido de 4gua destilada e DPPH™" sem a adi¢do de antioxidantes. A
porcentagem de inibi¢do do radical DPPH™" ou porcentagem de atividade antioxidante foi

calculada tendo como referéncia a absorbancia do controle de acordo com a Equagao 3:

Ac—As
Ac

Porcentagem de atividade antioxidante (% AAO) = -100 3)

Onde: Ac ¢ a absorbancia do controle e As a absorbancia da amostra.

A concentracao de hidrolisado necessaria para a inibigdo de 50% do radical DPPH
(ECs0) foi determinada através de grafico plotado com as concentragdes de hidrolisado versus

suas respectivas atividades antioxidantes (% AAO).

A metodologia de Re et al. (1999) com algumas modificacdes foi utilizada para
determinacdo da atividade antioxidante frente ao radical catidnico ABTS ™.

Inicialmente foi preparada uma solug@o - mae de ABTS com concentragdo final 7 mM
(3,84 mg até¢ 1 mL com agua ultrapura). Em seguida foi obtida a solu¢do do radical cationico
ABTS™, adicionando 17,6 puL de solugdo de persulfato de potassio (140 mM) a cada 1 mL da
solucdo - mae de ABTS. A mistura foi mantida na auséncia de luz por 16 horas a temperatura
ambiente de 29 °C. Ap0s isto, esta foi diluida com alcool metilico até obter absorbancia entre
0,70 nm + 0,05 no comprimento de onda de 734 nm. Utilizou-se o alcool metilico como branco.

Foram feitas 5 dilui¢des das amostras e, em penumbra, & cada 30 pL de diluigdo,
adicionou-se 3 mL da solugdo do radical ABTS", homogeneizando-se a mistura em agitador
de tubos tipo vortex. A seguir, as misturas reativas foram incubadas por 20 min, protegidas da
luz e logo em seguida foi realizada a leitura da absorbancia a 734 nm. Um controle foi
constituido de agua destilada e solugdo do radical ABTS™. Foi verificado se as amostras
absorviam em 734 nm misturando 30 pL de amostra ¢ 3 mL de metanol. Como isso ndo
aconteceu, nao foi necessario fazer um branco da amostra.

A atividade de eliminagdo do radical ABTS™ e o ECso foram determinados pela mesma
equagdo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH" (Equagdo 3) e pela plotagem das

concentracoes de hidrolisado nas diversas dilui¢cdes versus suas respectivas % AAO.
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4.4.2.5 Propriedades estruturais

A distribuicdo do tamanho de particulas foi determinada em Dispersion Analyser
Lumisizer® (L.U.M. GmbH, LS 611) para os hidrolisados enziméticos finais, a 25 °C e 4000
rpm. Também foi realizada a analise com fim de investigar a acdo do ultrassom no tamanho das
particulas do solubilizado quimico, este foi analisado imediatamente apos a etapa quimica,
sendo também submetido a ultrassom (50 mL; 450 W; 12,5 min) e analisado.

Para investigar modifica¢des qualitativas na estrutura da queratina hidrolisada, foram
realizadas andlises de caracteristicas estruturais das penas e dos hidrolisados enzimaticos, com
e sem pré-tratamentos de ultrassom e micro-ondas. Os hidrolisados foram secos em estufa a 50
°C até peso constante e passarem do estado liquido para sélido. Em seguida, as amostras foram
analisadas por FTIR.

As amostras foram submetidas a espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), com medida de transmitancia por reflexdo total atenuada (ATR), em
espectrometro Modelo AGILENT TECHNOLOGIES - Cary 660 FTIR, na regido de nimero
de ondas de 4000 a 400 cm™ . O software Origin 8.0 foi utilizado para elaboragdo e andlise dos
espectros.

Com o fim de avaliar as propriedades tecno-funcionais do hidrolisado foram analisadas:

solubilidade da proteina, capacidade emulsificante e estabilidade de emulsao.

4.4.2.6 Solubilidade proteica (SP)

Foi utilizado o método de Pralea et al. (2011), com algumas modificagdes. A
solubilidade proteica foi determinada usando 1 mL de amostra de hidrolisado de proteina,
adicionado em 10 mL de dgua destilada e, posteriormente, o pH da mistura foi ajustado para 2,
4, 6 ¢ 8 com HC1 1IN ou NaOH 1N. Posteriormente, a mistura foi agitada a temperatura
aproximada de 30 °C durante 20 min e centrifugada a 6000 x g durante 15 min.

A solubilidade das proteinas, SP, foi calculada utilizando a Equacao 4 em que PS ¢ o

teor de proteina no sobrenadante e PT € o teor total de proteina na amostra:
PS
SP=—-100 (4)
PT

Os teores de proteina no sobrenadante e a proteina total foram determinados pelo

método de Lowry et al. (1951).
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4.4.2.7 Capacidade emulsificante (CE)

A andlise da capacidade emulsificante do hidrolisado foi realizada conforme
procedimento descrito por De Kanterewicz et al. (1987), onde a CE ¢ a quantidade méxima de
6leo que pode ser dispersa em fase aquosa. Assim, o hidrolisado proteico aquoso e dleo de soja
comercial foram combinados em diferentes propor¢des mantendo o volume total igual a 50 mL.
Antes da adi¢do de 06leo, a solugdo de proteina foi agitada por um tempo de trés min, utilizando-
se 0 homogeneizador Ultra-Turrax (IKA, T25) a velocidade de 6.000 rpm. Em seguida o 6leo
foi adicionado aos poucos (de 1 em 1 mL), até o ponto onde ocorreu a inversdo das fases com
colapso da emulsdo, visualizada pela separagdo de fases, mudanga na cor e viscosidade.

Durante o experimento, as emulsdes foram mantidas em banho de gelo para evitar o
aquecimento da amostra, com manutencdo da temperatura entre 4 e 5 °C. A capacidade de
emulsificagdo foi relacionada a quantidade de 6leo adicionada até alcangar o ponto de inversao

ou colapso, sendo expressa em mL de 6leo adicionado/g de proteina.

4.4.2.8 Estabilidade da emulsdo (EE)

A EE foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Acton e Saffle (1970)
com algumas adaptagdes. As emulsdes foram preparadas com 50 mL de 6leo de soja e 50 mL
de dispersdes 1 % de proteina (volume de hidrolisado e dgua ajustado para resultar nesta
concentragdo), a pH 7,0, homogeneizadas a 6000 rpm em homogeneizador Ultra-Turrax (IKA,
T25) por trés minutos em banho de gelo, com manuten¢do da temperatura entre 4 ¢ 5 °C. A
umidade da emulsdo recém-preparada foi determinada pela metodologia 950.46 (AOAC, 2012).

Aliquotas de 20 mL foram colocadas em tubos falcon e deixadas em repouso por 24
horas a 37 °C =2 °C. Apo6s 24 horas a 37 °C. Ap0s este tempo, 5 mL da amostra da fase inferior
do tubo foi removida com pipeta e a sua umidade foi determinada. A estabilidade da emulsdo
para cada amostra foi determinada com base na variacao do percentual de umidade (U) apos 24

horas, onde EE (%) = (100 - U241/ 100 - Uipicia ) x 100.
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4.4.2.9 pH

As determinagdes de pH foram realizadas em pHmetro digital microprocessado
(Quimis, modelo Q400 MT, Sao Paulo, Brasil). O aparelho foi calibrado com solugdes tampao

de pH 4,0; 7,0 ¢ 10,0 £ 0,02. O pH foi medido nas amostras a temperatura de 25 °C.

4.4.2.10 Densidade

A densidade absoluta foi medida por picnometria, em picndmetro de vidro de 10 mL. A
temperatura do liquido foi estabilizada em banho a 25 °C imediatamente antes da realizag¢do da
medida da massa em balanca analitica (Shimadzu, AUY220, Kyoto, Japdo). O valor foi

calculado pela relacdo: d = m/v, onde “d” equivale a densidade, “m” a massa e “v’’ ao volume,

sendo expressa em g - mL .

4.4.2.11 Viscosidade

A medida desta propriedade reoldgica foi determinada no hidrolisado a 22 °C usando
um redmetro rotacional (Thermo Scientific MARS HAKE, Germany), com prato-prato
configurado com gap de 1 mm, tempo de 0 a 500 s. Os dados foram emitidos em programa

Haake rheowin data manager e plotados no Origin 8.5.

4.4.2.12 Indice de refracdo

O indice de refracdo foi determinado a 25 °C, utilizando refratdmetro digital portatil

(modelo AR200, Reichert).
4.4.2.14 Cor
A cor dos hidrolisados finais foi determinada através de Espectrofotometria, fazendo-se

a varredura da absor¢ao da luz na regido do visivel (380 a 780 nm) em espectrofotdometro UV-

Vis (Quimis, Q8898U2M5).
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4.4.3 Anélise estatistica

A analise dos resultados para otimizagao do processo foi realizada através da ferramenta
estatistica Design of experiments (DOE) e metodologia de Superficie de Resposta (MSR)
(RODRIGUES, LEMMA, 2015) que permitiu a predi¢do de modelos avaliados pela Analise de
Variancia (ANOVA) e pelo p-valor, a niveis de significancia de 5% ou 10% com uso do
software Statistica 7.0. Médias e desvios padrao foram calculados pelo software Excel
(Microsoft, versao 2013). O teste proposto por Tukey (1953), foi utilizado para complementar

a analise das médias.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO CENTESIMAL DAS PENAS

Os percentuais de umidade, cinzas, proteinas e lipideos das penas estdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢do centesimal (média e desvio padrdo) das penas de frango limpas e secas.

Valor médio
Valor médio

Macronutriente (Fakhfakh et al., 2011)
(o)
(%)
Proteinas 84,28 £ 3,91 85,31 £0,43
Umidade 7,98 + 0,24 6,07 + 0,87
Lipideos 8,08 £ 0,39 2,00+ 0,7
Cinzas 0,42 +£0,02 0,69 + 0,08

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O teor de proteinas na amostra foi de 84,28 %, sendo o componente majoritario das
penas. Este resultado corrobora com o percentual de proteinas reportado na literatura (85,31 %)
por Fakhfakh et al. (2011). Também foram determinados os teores de umidade (7,98 %),
lipideos (8,08 %) e cinzas (0,42 %). O teor de lipideos foi consideravel, devido a utilizagdo das
penas inteiras com o calamo (mais gorduroso) e sem processo especifico para
desengorduramento. Estes valores estdo alinhados com os encontrados na literatura onde a

umidade pode variar entre 6 e 13 %, lipideos de 2 a 10 %, minerais em média até 1 %. Estas
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variagdes podem estar relacionadas ao tempo de secagem, processo de limpeza e
desengorduramento, e com a propria constituicdo dos animais (FAKHFAKH et al., 2011;
TESFAYE et al., 2017).

O percentual de proteinas nas penas (84,28 %) foi utilizado para os calculos do grau de
hidrolise (GH). Destaca-se que o teor de proteinas nas penas ¢ muito relevante, e a queratina
majoritaria destas proteinas (GUPTA, SHARMA, 2016), sendo alvo deste estudo, a qual foi

extraida das penas e hidrolisada para obtengao dos peptideos analisados.
5.2 ATIVIDADE ENZIMATICA DA SAVINASE ®

Na Figura 6 estd representado o resultado do ensaio quantitativo da atividade
proteolitica da enzima Savinase® determinada em trés pH’s distintos: 8,6; 9,6 e 10,6, usando

azocaseina como substrato padrao.

Figura 6 - Atividade enzimatica da Savinase® em pH 8,6; 9,6 e 10,6.

18,0
16,0
14,0
12,0

% 10,0

5 80

6,0
4,0
2,0
0,0

16,1 16,4

10,7

pH 8.6 pH 9,6 pH 10,6

Fonte: Elaborada pela autora (2020). *O desvio padrao foi menor do que 5%, ocultando barras de erro.
** J - mL! é atividade proteolitica especifica da enzima, definida como a Unidade de atividade (U) por mL de
solugdo enzimatica.

Observa-se (Figura 6) que a atividade enzimatica da savinase foi maior (16,4 kU - mL™")
para o pH 10,6. De acordo com o fabricante (NOVOZYMES, 2016), o pH 6timo encontra-se
entre 8 e 10.

A atividade ¢ uma medida da capacidade de agdo enzimatica que ¢ claramente de

interesse para uso de enzimas em um processo. O fabricante declara uma atividade enzimatica
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de 16 kNPU (Novo Protease Unit), equivalente & 16 kAU (Anson Unit), dado que diz que 1
NPU =1 AU. Os valores obtidos no presente trabalho ndo podem ser diretamente comparados
com a declaragdo do fabricante, uma vez que nao sdo dadas informagdes da metodologia, do
substrato e das condi¢des de ensaio utilizados.

A unidade Anson ¢ uma unidade de atividade fora do padrio e esta unidade esta
gradualmente caindo em desuso. As enzimas geralmente sdo comercializadas em termos de sua
atividade, sendo a medida comum feita em unidade de atividade (U), que ¢ definida como a
capacidade da enzima de catalisar a transformag¢ao de 1 micromole do substrato por minuto em
condi¢des padrao para ela recomendadas (sendo U/mL esta capacidade por mL de solugao
enzimatica). H4 um grande problema com essas defini¢cdes de atividade, devido a nogdo
bastante vaga de "condi¢des padrao". Estas referem-se as condi¢des ideais, especialmente no
que diz respeito ao pH, temperatura, concentragdo de substrato, forca idnica (CHAPLIN, 2014).
Essas condigdes padrao, assim denominadas, variam tanto entre laboratorios quanto entre
fornecedores. Eles também dependem da aplicagdo especifica em que a enzima deve ser usada.

Assim, considerando-se todas as observagoes feitas, a faixa de pH 6timo dada pelo
fabricante, os resultados da atividade enzimatica da savinase em diferentes pH, e experiéncias

praticas prévias do grupo de estudo, o pH 10,6 foi utilizado para os ensaios com a savinase®.

5.3 DISSOLUCAO DAS PENAS

As respostas do grau de hidrolise gerado pelo planejamento experimental delineado
(Tabela 5) foram usadas para estabelecer as melhores condigdes da etapa quimica de dissolugao.
Para avaliar o GH, amostras foram coletadas e analisadas em intervalos de 2 h durante 12 (doze)

horas.



Tabela 5 - Grau de hidrolise ao longo do tempo de dissolugdo das penas de frango.

58

Conc. Conc. Grau de Hidrolise

Ensaio Subst. T NazS0s (%)

(%) (°C) M) 2h 4h 6h 8h 10h  12h
1 2,0 (-1) 70,0 (-1) 0,06 (-1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 2,0 (-1) 70,0 (-1) 0,10 (1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 2,0 (-1) 90,0 (1) 0,06 (-1) 0,0 0,0 6,3 84 16,8 21,0
4 2,0 (-1) 90,0 (1) 0,10 (1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 4,0 (1) 70,0 (-1) 0,06 (-1) 0,0 0,0 1,1 2,1 4,2 6,3
6 4,0 (1) 70,0 (-1) 0,10 (1) 0,0 0,0 0,0 1,1 1,1 3,2
7 4,0 (1) 90,0 (1) 0,06 (-1) 53 12,6 20,0 21,0 22,1 263
8 4,0 (1) 90,0 (1) 0,10 (1) 0,0 0,0 3,2 53 14,7 158
9 1,32 (-1,68) 80,0 (0) 0,08 (0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 4,68 (1,68) 80,0 (0) 0,08 (0) 0,0 0,0 3,7 82 10,1 11,0
11 3,0 (0) 63,2 (-1,68) 0,08 (0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 3,0 (0) 96,8 (1,68) 0,08 (0) 0,0 566 12,6 19,6 26,6 26,6
13 3,0 (0) 80,0 (0) 0,05 (-1,68) 0,0 1,4 7,0 140 16,8 21,0
14 3,0 (0) 80,0 (0) 0,11 (1,68) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
15 3,0 (0) 80,0 (0) 0,08 (0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,4
16 3,0 (0) 80,0 (0) 0,08 (0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
17 3,0 (0) 80,0 (0) 0,08 (0) 0,0 0,0 1,4 1,4 2,8 5,6

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os resultados da Tabela 5 foram analisados estatisticamente pela ANOVA (andlise de

variancia), e os resultados estdo na Tabela 6. O coeficiente de determinagdo para o modelo

ajustado foi de 0,898, indicando que o modelo obtido pode explicar 89,8 % da varia¢do dos

dados observados para a resposta grau de hidrolise.

A partir destes resultados, foi montado um modelo empirico codificado para o grau de

hidrélise em funcao das varidveis investigadas, sem aquelas nao significativas (o= 0,10), capaz

de predizer os dados experimentais da dissolu¢do mostrado na Equagdo 5.

GH(%)=5,9+3,6x1+7.2%x2 +2,8x2° - 5,1 x3- 3,5 X2x3

Onde: x; - Concentracao de substrato

X2 - Temperatura

x3 - Concentracao de NaxSOs3

)
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Tabela 6 - Analise de varidancia (ANOVA) do planejamento experimental para validagdo do
modelo matematico empirico que descreve o grau de hidrélise em 12 h de dissolucdo das penas.

Soma dos Quadrados
Graus de F
Fonte de variagao Quadrados Médios
liberdade Calculado
(SQ) (QM)

Regressao 5 1447.4 289.5 19.4
Residuos 11 164,3 14,9
Total 16 1611,7

Fonte: Elaborada pela autora (2020). R> = 89,8 %; Fs.11:0.10= 2,45

Na Figura 7 (diagrama de Pareto) sdo mostrados os efeitos e sua intensidade do maior
para o menor, em que as trés variaveis lineares estudadas mostraram efeito significativo (a =
0,10) no grau de hidrélise, com maior efeito (positivo) da temperatura, seguido do efeito

negativo da concentracdo de sulfito e do efeito positivo da concentragdo de substrato.

Figura 7 - Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis de processo no grau de hidrolise (GH)
em 12 h de dissolugdo das penas de frango.

12h

w

I

(2)Temperatura(L) 9.1

(3)Conc. Na,S04(L)

-

(1)Conc. Sub(L)

Temperatura(Q)

Efeito padronizado estimado (valor absoluto)

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A Figura 8 corresponde aos resultados dos ensaios de dissolug¢do nos tempos 2, 4, 6, 8§,
10 e 12h. Todas foram geradas a partir de modelos empiricos vélidos. E possivel observar pelas

superficies de resposta 0 mesmo comportamento das variaveis, independentemente do tempo,
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onde o grau de hidrolise aumentou com o aumento da concentragdo de substrato e a

temperaturas mais elevadas.

Figura 8 - Superficies de resposta para o grau de hidrélise em fun¢do da temperatura e da
concentragdo de substrato para os tempos de 2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12h de dissolucao.

GH (%) 2h

Com os resultados expostos na Tabela 5 e as superficies de resposta (Figura 8), pode-se
observar que o grau hidrélise foi maior com maior concentragdo de substrato (nivel superior

4%). E valido justificar o motivo de ndo terem sido utilizados maiores percentuais de substrato,
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dado que o grau de hidrdlise foi maior com maiores percentuais de penas. A concentracao
superior (4%) foi utilizada como maxima pois em testes individuais, onde tentou-se incorporar
penas trituradas na solugdo em proporgdes maiores, esta incorporagao foi dificil tendo em vista
a caracteristica volumosa e pouco densa deste substrato.

As superficies de resposta apresentadas nas Figura 9 mostram o grau de hidrélise em
funcdo da temperatura e da concentragdo de sulfito de sédio nos tempos de dissolugao (2, 4, 6,
8,10 e 12h). E possivel observar o mesmo perfil das superficies de resposta em todos os tempos
de hidroélise e, se observa uma relagdo inversa onde altas temperaturas e baixa concentracao de
sulfito proporcionaram maiores graus de hidrélise. Essa resposta mostra que ¢ possivel reduzir
a quantidade de sulfito utilizada industrialmente, como no limite inferior de 0,06 M
(concentragao escolhida para definicdo da melhor condigdo de dissolucgdo). O sulfito de sdédio
(agente redutor) ndo ¢ dispensavel, uma vez que ¢ usado para auxiliar na quebra das ligagdes
dissulfeto e em combina¢do com as proteases, catalisam a clivagem hidrolitica das proteinas
em cadeias polipeptidicas menores.

Em relagdo a temperatura, analisando-se os valores, embora na temperatura mais
elevada (90 °C) tenha se obtido o maior resultado de GH, para a escolha das condicdes foi
considerada a qualidade dos peptideos e aminoacidos. Assim a temperatura de 70 °C foi
escolhida para dissolugdo das penas. Sabe-se que temperaturas altas sdo comumente aplicadas
em processos tradicionais, o que pode levar a ma qualidade do ponto de vista nutricional dos
peptideos e aminoéacidos obtidos (PAPADOPOULOS et al., 1986; WANG; PARSONS, 1997;
ONIFADE et al., 1998; GUPTA et al., 2012). Entdo buscou-se a escolha de uma temperatura

menor que possibilitasse a dissolugao das penas (70 °C).
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Figura 9 - Superficies de resposta para o grau de hidrdlise em fungdo da temperatura e da
concentracao de NaSO3 durante 2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12h de dissolucao
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Através de observagdo visual, foi possivel acompanhar a dissolucao das penas ao longo
do processo, como mostrado na Figura 10 ¢ no Quadro 5. Esta observagdo foi aliada as
determinagdes do grau de hidrélise a cada duas horas. Considerou-se que ndo € necessario
prosseguir a etapa de dissolucao por mais de 8 horas uma vez que este tempo foi suficiente para
dissolver as penas, ndo sendo observado nenhum fragmento em solug¢ao, bem como o grau de
hidrolise atingiu valor diferente do valor zero, mas ainda baixo (2,1%) indicando penas
dissolvidas e em estagio inicial de hidrolise. Com isto estas estdo disponiveis para a acdo

especifica da enzima.

Figura 10 - Evolucao da dissolucao das penas ao longo do tempo.
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Quadro 5 - Evolugao da dissolugdo ao longo do tempo.

Conc. Conc. Penas dissolvidas?
Ensaio S;Zit' (OTC) N"(‘f\i)o  2h  4h 6h 8 10h  12h
1 2,0 70,0 0,06 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
2 2,0 70,0 0,10 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
3 2,0 90,0 0,06 Sim  Sim Sim Sim Sim Sim
4 2,0 90,0 0,10 Sim Sim Sim Sim Sim Sim
5 4,0 70,0 0,06 Niao Nao Nao Sim Sim Sim
6 4,0 70,0 0,10 Nao Nao Nao Sim Sim Sim
7 4,0 90,0 0,06 Sim  Sim Sim Sim Sim Sim
8 4,0 90,0 0,10 Sim Sim Sim Sim Sim Sim
9 1,32 80,0 0,08 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
10 4,68 80,0 0,08 Nio Niao Nao Sim Sim Sim
11 3,0 63,2 0,08 Nao Nao Nao Sim Sim Sim
12 3,0 96,8 0,08 Sim  Sim Sim Sim Sim Sim
13 3,0 80,0 0,05 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
14 3,0 80,0 0,11 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
15 3,0 80,0 0,08 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
16 3,0 80,0 0,08 Nao Nao Sim Sim Sim Sim
17 3,0 80,0 0,08 Nao Nao Sim Sim Sim Sim

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Assim, a melhor condicao de dissolucao escolhida foi correspondente ao ensaio 5, com
4% de substrato, temperatura de 70 °C e 0,06 M de Na>SO3. Bem como, estabeleceu-se o tempo
de dissolugdo em 8 horas, por ser suficiente para a dissolucao das penas. Estas condigdes foram

usadas em todos os ensaios de dissolucdo posteriores.

5.4 HIDROLISE ENZIMATICA

Ap0s a etapa quimica de dissolugdo e estabelecimento como padrao (4% de substrato,
70 °C e 0,06M de Na;S0s3), por 8 h, foi realizada a execu¢do do planejamento experimental
(Tabela 2) para a hidrélise enzimatica com a enzima savinase®, obtendo-se os resultados

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Grau de hidrélise da queratina de penas de frango durante processo com enzima
. ®
savinase .

S FE (/)/f )* (0,2 ) Grau d? oij)idrélise

2h 4h 6h 8h 10h
1 5,0 (-1) 45,0 (-1) 3,2 53 53 53 5,3
2 5,0 (-1) 55,0 (1) 53 53 6,3 6,3 6,3
3 20,0 (1) 45,0 (-1) 53 53 53 53 6,3
4 20,0 (1) 55,0 (1) 53 53 53 6,3 7,4
5 1,9 (-1,41) 50,0 (0) 53 53 53 6,3 6,3
6 23,1 (1,41) 50,0 (0) 6,3 6,3 8,4 8,4 8,4
7 12,5 (0) 43,0 (-1,41) 53 6,3 6,3 6,3 6,3
8 12,5 (0) 58,0 (1,41) 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
9 12,5 (0) 50,0 (0) 7,4 7,4 8.4 8.4 8,4
10 12,5 (0) 50,0 (0) 53 7,4 8,4 8.4 8.4
11 12,5 (0) 50,0 (0) 53 6,3 7,4 7,4 7,4

Fonte: Elaborada pela autora (2020). *E/S (concentragao enzima /substrato) = 5 % equivale a 0,2 % de savinase
em relagdo ao total de solugdo.

Observa-se na matriz experimental que, conforme as condi¢des de concentracio
enzima/substrato (E/S) e de temperatura aplicadas durante a etapa de enzimolise, os graus de
hidrélise variaram de 3,2 a 8,4%. Com estes resultados (Tabela 7), montou-se um modelo
codificado de 2* ordem, utilizando o software Statistica 7.0, que relaciona o grau de hidrodlise
enzimatica em funcao da E/S e da temperatura que pode ser representado pela seguinte equagao
(6):

GH (%)=8,1+0,6 -E/S-03-E/S*-0,1 - T-1,4-T? (6)

A andlise de variancia (Tabela 8) mostrou um coeficiente de determinagao R? = 0,781,
e o valor de F calculado (3,6) maior que o F tabelado (3,45) e p = 0,000003. Estes foram
considerados aceitaveis e permitiram considerar o modelo adequado para descrever em 78,1 %

os dados e construir a superficie de resposta.
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Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para validagdo do

modelo matematico empirico do grau de hidrolise em 10 h de hidrolise enzimatica.

o Graus de Soma dos Quafir?ldo 8
Fonte de variacao liberdade quadrados médio caleulado
u
(SQ) (QM)
Regressao 5 14,4 2.9 3,6
Residuos 5 4,0 0,8
Total 10 18,4

Fonte: Elaborada pela autora (2020). R? = 78,1 %; Fs.5.0.10= 3,45

Com o modelo foi construida a superficie de resposta que ¢ apresentada juntamente com

as curvas de contorno na Figura 11.

Figura 11 - Superficie de resposta e curvas de contorno do grau de hidrélise em func¢do da
concentragdo enzima/substrato e da temperatura em 10h de enzimolise.
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A variagdo entre os 11 ensaios ¢ um indicativo de que existe uma faixa 6tima para o
conjunto de variaveis independentes, concentracao enzima/substrato (E/S) e temperatura, onde
os maiores graus de hidrdlise foram obtidos nos ensaios proximos ao ponto central do DCCR,
com a concentracdo enzima/substrato (E/S) de 12,5 % e a temperatura de 50 °C. Deste modo
foi possivel estabelecer a melhor condicdo de hidrolise enzimatica da queratina e da agdo da

savinase® para as variaveis estudadas.
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A partir das 6 horas, os maiores graus de hidrolise (8,4 %) foram alcangados nos ensaios
centrais 9 e 10 e no ensaio 6 (Tabela 7), ndo variando muito ou se estabilizando ao longo do
tempo de hidrolise enzimatica com a ac¢do da savinase®. A pouca variagdo pode ser explicada
pelo fato de que, no inicio da proteodlise havia maior quantidade de substrato e numero de
ligagdes disponiveis para a hidrélise e menor concentragdo de produtos soluveis competindo
com o substrato. Também pode ser explicado pelo fato de que que a enzima pode perder sua a
atividade com o tempo. Assim, a acdo da enzima foi mais intensa no inicio do que nos estagios
finais da protedlise, onde observou-se que a reacdo diminuiu. Isto ¢ um indicativo que, para

® no substrato de

aplicagdo industrial, 6 horas seria um tempo suficiente para acao da savinase
penas.

Os valores de grau de hidrélise proximos a 8 % sdo satisfatorios, uma vez que o
objetivo ndo ¢ a hidrolise total da queratina, com formagao de aminodcidos livres, e sim sua
hidrolise parcial para formagao de peptideos. Sao reportados na literatura graus de hidrolise
para diversos hidrolisados: entre 11,5 % - 17,3 % para sub produtos de salmao (pele)
(GBOGOURI et al., 2004); 1,88 - 8,26 % para concentrado proteico de leite (ULUKO et al.,
2013); 8 - 17 % para proteina de amendoim (NYO, NGUYEN, 2019).

Além disso, os valores de GH encontrados ndo podem ser considerados unicamente na
interpretagdo da eficacia do processo. Deve-se ser levado em consideragdo, que modificacdes
quimicas e enzimaticas t€m sido usadas para melhorar as propriedades nutricionais e funcionais
das proteinas, e que a hidrdlise enzimatica apresenta vantagens sobre a modifica¢do quimica
porque se processa em condigdes brandas e inclui a especificidade da acdo da enzima em relacao
ao substrato, havendo pouca probabilidade de ocorrer reagdes indesejaveis, que resultem na

formagdo de produtos de baixa qualidade. Isso mostra a importancia de avaliar a qualidade do

hidrolisado através da realizagao de todas as andlises propostas.

5.5 TRATAMENTO COM ULTRASSOM

A partir dos resultados da etapa quimica de dissolu¢do, os ensaios com aplicagdo de
ultrassom foram realizados com o liquido solubilizado no tempo de 8 horas, a temperatura de
70 °C, concentragao de 4% de substrato e 0,06 M de sulfito.

Os ensaios com ultrassom como pré-tratamento da etapa enzimatica foram realizados
de acordo com o planejamento experimental e os resultados para o grau de hidrolise ao longo

do tempo do processo enzimatico com Savinase® sio apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Grau de hidrélise durante etapa enzimatica para amostras com pré-tratamento

com ultrassom.

Enosai Po (t\é;]l)cia Fl;fnnllg)o Grau d? oij)idrélise

2h 4h 6h 8h
1 200,0 (-1) 5,0(-1) 4,8 6,0 6,0 6,0
2 200,0 (-1) 20,0 (1) 7,2 7,2 7,2 7,2
3 400,0 (1) 5,0(-1) 6,0 7,2 6,0 7,2
4 400,0 (1) 20,0 (1) 9,6 9,6 10,8 10,8
5 160,0 (-1,41) 12,5 (0) 7,2 7,2 7,2 7,2
6 442,0 (1,41) 12,5 (0) 9,6 9,6 10,8 10,8
7 300,0 (0) 1,9 (-1,41) 4,8 4,8 4,8 4,8
8 300,0 (0) 23,1 (1,41) 9,6 10,8 9,6 9,6
9 300,0 (0) 12,5 (0) 6,0 6,0 7,2 7,2
10 300,0 (0) 12,5 (0) 6,0 7,2 8,4 8,4
11 300,0 (0) 12,5 (0) 7,2 7,2 7,2 7,2

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O valor méaximo encontrado para o grau de hidrélise nos ensaios com ultrassom foi 10,8
%. Ja para as amostras controle, sem tratamento por ultrassom, o valor maximo foi de 8,4 %.

O maior grau de hidrolise (9,6 %) nas duas primeiras horas de experimento, foi superior
ao obtido no tempo de seis horas (8,4 %) da hidrdlise sem pré-tratamento de ultrassom. Isto
sugere uma reducdo de 4h (equivalente a 66,67 %) no tempo de hidrélise enzimatica, o que ¢
relevante em termos de aplicag¢do industrial, sendo um indicativo da eficiéncia da aplicagao do
ultrassom.

Os resultados obtidos usando o ultrassom foram analisados pela ANOVA, cujo
resultado estd apresentado na Tabela 10. O p-valor da regressdo foi menor que 0,0001 e o F
calculado (17,5) maior que o F tabelado (3,11), a 90% de significancia. O modelo empirico
codificado para o grau de hidrolise na enzimolise com pré-tratamento com US, dentro de 8
horas da hidrolise enzimatica, pode ser representado pela Equacdo 7. O coeficiente de
determinagdo encontrado na regressio ANOVA foi de 0,815, indicando que os dados

observados sdo preditivos e explicados por 81,5 %.
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GH (%)= 7,8+ 12 x1 + 1,4 x> (7)

Onde: xi - poténcia;

X2 - tempo

Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para validagcdo do
modelo matematico empirico do grau de hidrélise enzimatica, apds tratamento com ultrassom.

Graus de Soma dos Quadrados

liberdade  quadrados (SQ) médios (QM) F calculado

Fonte de variagao

Regressao 2 29,0 14,5 17,5
Residuos 8 6,6 0,83
Total 10 35,6

Fonte: Elaborada pelo autor (2020). R? = 81,5 %:; F2.5.0.10=3,11

E possivel visualizar na Figura 12 o efeito positivo significativo (a = 0,10) do tempo e

da poténcia para a variavel resposta grau de hidrdlise.

Figura 12 - Efeitos das variaveis no grau de hidrélise (GH) da queratina de penas de frango
em 8h de processo.

(2)Tempo (min)(L)

{1)Potencia (W)L)

p=0.1
Efeito padromizado estimado (valor absoluto)

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Figura 13 - Superficie de resposta do grau de hidrélise (GH) em fungao da poténcia e do
tempo de aplicagdo do ultrassom.
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s

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Observa-se (Tabela 9) que foram encontrados bons resultados nos ensaios 4, 6 € 8. Os
ensaios 4 e 6 correspondem a maiores poténcias 400 e 442 W respectivamente, no ensaio 8 foi
aplicada a poténcia intermediaria (300 W), porém por maior tempo (23,1 min). A sugestdo ¢
usar poténcias maiores (entre 400 e 450 W), proximas a poténcia limite do equipamento (500
W), por tempos maiores (entre 12,5 ¢ 20 min ou mais) uma vez que estas condi¢des resultaram
em maiores graus de hidrélise. Por questdes operacionais, ndo foram feitos ensaios para tempos
maiores a 450 W, devido ao aquecimento excessivo do equipamento, o que poderia causar
aquecimento na solu¢do e, consequentemente, alterar a qualidade do produto. Tempos mais
longos e potencias maiores podem ser testados por outros pesquisadores ou empresas que
utilizam outros equipamentos.

O uso do ultrassom mostrou-se eficiente como pré-tratamento da hidrdlise enzimatica,
pois proporcionou uma melhor atividade da enzima, com aumento do grau de hidrélise para
todos os tempos de enzimolise (Figura 14). Assim, a energia ultrassonica utilizada (442 W) foi
suficiente para alterar as caracteristicas da solugdo e acelerar a difusdo e agdo da savinase
(endoprotease que atua dentro da cadeia) no meio, facilitando a clivagem e aumento do grau de

hidrélise. Segundo Chemat (2011), as bolhas de cavitagao geradas pelo efeito ultrassonico



71

colapsam e liberam grandes quantidades de energia. Isso cria pontos de acesso capazes de
acelerar drasticamente a reatividade quimica no meio. O efeito da cavitagdo pode ter induzido
alteragdes na estrutura da queratina, como reducao no tamanho das particulas, expondo mais
locais a agdo enzimatica. Além disso, o ultrassom pode ser considerado uma tecnologia nao

térmica, além de ser uma tecnologia limpa.

Figura 14 - Ensaios enzimaticos sem pré-tratamento (EZ- média de pontos centrais: E/S =

12,5%; T = 50 °C) e com pré-tratamento por ultrassom (US - 442 W; 12,5 m).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020). * ). * Nos pontos de dados onde ndo se visualizam barras de erro o

desvio padrdo foi menor do que 5%.

Baseando-se nas respostas obtidas, o ensaio 6 (442 W; 12,5 min) foi considerado o
melhor. Nos experimentos seguintes a poténcia usada foi de 450 W por 12,5 min para o pré-

tratamento do hidrolisado para caracterizagdo quanto suas propriedades.
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5.6 TRATAMENTO COM MICRO-ONDAS

O tratamento com micro-ondas foi realizado seguindo o planejamento experimental 2°
e os resultados para o grau de hidrélise ao longo do tempo da enzimolise com savinase® estio
apresentados na Tabela 11. Os ensaios de aplicacao de micro-ondas foram realizados nas penas

solubilizadas por 8 h a 70 °C, concentragdo de substrato 4 % e 0,06 M de sulfito.

Tabela 11 - Grau de hidrolise da queratina de penas de frango pré-tratadas em micro-ondas
durante a enzimolise.

A Grau de Hidrolise
Ensaio PO(‘[;I;)C 1@ Fl;;rrilg)o (%)

2h 4h 6h 8h
1 200,0 (-1) 5,0 (-1) 6,0 6,0 6,0 6,0
2 200,0 (-1) 20,0 (1) 6,0 6,0 6,0 6,0
3 400,0 (1) 5,0 (-1) 6,0 7,2 7,2 7,2
4 400,0 (1) 20,0 (1) 6,0 7,2 7,2 7,2
5 160,0 (-1,41) 12,5 (0) 4,8 6,0 6,0 6,0
6 442,0 (1,41) 12,5 (0) 7,2 7,2 8,4 8,4
7 300,0 (0) 1,9 (-1,41) 6,0 6,0 6,0 6,0
8 300,0 (0) 23,1 (1,41) 6,0 6,0 6,0 6,0
9 300,0 (0) 12,5 (0) 6,0 6,0 6,0 6,0
10 300,0 (0) 12,5 (0) 6,0 6,0 7,2 7,2
11 300,0 (0) 12,5 (0) 6,0 6,0 6,0 6,0

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Analisando a Tabela 11, a melhor resposta para os graus de hidrélise foi no ensaio 6,
onde foi aplicada a maior poténcia (442 W) por 12,5 min. Este ensaio foi escolhido como o
padrdo para as demais etapas do estudo. E foi comparado com o melhor ensaio da enzimolise
convencional (ensaios 9, 10 e 11; pontos centrais), ndo havendo diferenca estatistica (ANOVA;
a = 0,05). Logo, nas condicdes aplicadas, o micro-ondas ndo teve influéncia significativa na
enzimolise ao considerar-se a variavel resposta GH. Uma vez que seus valores ndao foram
diferentes do tratamento padrdo com a enzima, restou avaliar os produtos da enzimolise sem e

com tratamento quanto a outras propriedades, que estdo discutidas no decorrer do trabalho.
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Uma explicagdo para isto seria que o tempo de permanéncia na poténcia programada foi
muito curto pois a temperatura se elevou rapidamente no reator. Como o tubo vial do micro-
ondas tem uma capacidade de 30 mL, considerando o espago livre foram medidos 20 mL de
amostra e como na programag¢ao do equipamento estabeleceu-se uma temperatura maxima de
70 °C, a poténcia aplicada foi suficientemente grande para elevar a temperatura rapidamente,
entdo o equipamento automaticamente reduzia a poténcia aplicada para manter a temperatura.

O controle da temperatura e poténcia no reator de micro-ondas pode ser observado em
um dos graficos gerados durante o pré-tratamento (Figura 15). Isto ocorreu em todas as
poténcias do planejamento experimental aplicadas, mesmo reduzindo a poténcia programada.
Como a temperatura usada foi estabelecida em no maximo 70 °C, considerando a qualidade
esperada para os hidrolisados a serem obtidos, ndo fazia sentido aumentar a temperatura limite
no equipamento de micro-ondas. Esta possibilidade ndo ¢ descartada para uma outra pesquisa
onde este controle ndo for considerado como fator importante para os resultados almejados.
Esperou-se entdo avaliar se a poténcia exercida sobre a amostra causou diferengas qualitativas

em relagdo aos demais tratamentos no decorrer das analises de caracterizagao.

Figura 15 - Comportamento das varidveis temperatura (°C) x poténcia (W) x tempo (min)
durante o pré-tratamento em reator de micro-ondas.
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Fonte: Arquivo pessoal (2020). * Ensaio 4 (400 W; 20 min)

Nenhuma das varidveis independentes (poténcia; tempo) foram significativas ao nivel

de significancia de 5% para a variavel resposta grau de hidrolise em todos os tempos analisados.

Na Figura 16 ¢ mostrado um comparativo do grau de hidrélise durante a enzimolise da
queratina de penas de frango sem pré-tratamento (EZ), com pré-tratamento de ultrassom (US)

e micro-ondas (MW). O ultrassom (US) apresentou um desempenho superior ao micro-ondas
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(MW) e a enzimélise sem pré-tratamento (EZ). Os resultados estdo de acordo com os obtidos

para o grau de hidrolise discutidos até o momento.

Figura 16 - Grau de hidrolise (GH) ao longo da enzimélise dos trés tratamentos EZ, US, MW.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020). * Nos pontos de dados onde ndo se visualizam barras de erro o

desvio padrao foi menor do que 5%.

Foi feita analise de varidncia e teste de Tukey para comparar os trés tratamentos, para
cada tempo e o tratamento MW, em termos de eficiéncia relacionada ao grau de hidrélise nao
foi consideravel, pois nao diferiu estatisticamente (o = 0,05) do EZ, enquanto que o US diferiu
do EZ e do MW. Assim, a hidrélise enzimatica com solubilizado pré-tratado com ultrassom
mostrou-se mais eficiente em relacdo aos demais tratamentos. Em termos qualitativos, os
tratamentos foram avaliados e discutidos nos resultados das analises de caracterizacdo dos

hidrolisados resultantes destes.
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5.7 ANALISES DO HIDROLISADO DE QUERATINA DE PENAS DE FRANGO

Para a avaliacdo quantitativa e qualitativa dos hidrolisados 0 mesmo foi filtrado com
fluxo total de 2,93 L -h - m™? em membranas de 0,2 um. Na figura 17 observa-se o hidrolisado

antes e depois da filtracao.

Figura 17 - Hidrolisado de queratina de penas de frango antes e ap6s microfiltragdo.

5.7.1 Quantificag¢do de proteina e composi¢ao centesimal

O teor de proteina total obtido nos hidrolisados filtrados esta apresentado na Tabela 12.

A partir da concentragdo inicial de penas (4 %) e da proteina total das penas (85,31 +
0,43 %), a quantidade calculada de proteinas no hidrolisado final seria aproximadamente 3,41¢g
100 mL™'. O valor médio determinado em analise (3,75 g -100 mL™") é compativel com este
calculo, sendo apenas 9,91 % maior. Esta diferenca, bem como a diferenca estatistica (o= 0,05)
entre os trés hidrolisados, ¢ justificavel, ndo s6 pelos desvios padrao das analises mas também
por uma natural evaporacdo da agua durante todas as etapas do processo, que incluiram
aquecimento a 70 °C, agitacdo por horas, ocorrendo possiveis trocas de vapor com o ar

ambiente.
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Tabela 12 - Teor de proteina total dos hidrolisados finais: EZ (enzimatico), US (ultrassom) e
MW (micro-ondas).

Concentragao média de proteina Média geral
Amostra y B}
(g'100 mL™) (2:100 mL™)
EZ 3,81+ 0,02
Us 3,75°+0,03 3,75+ 0,06
MW 3,69 £+ 0,01

Fonte: Elaborada pela autora (2020). n = 3 repetigdes por tratamento; médias seguidas de letras mintsculas
diferentes sobrescritas indicam haver diferenca significativa entre os tratamentos em nivel de 5%, por teste de
Tukey.

Considerando que o hidrolisado ¢ um produto liquido, cuja umidade final determinada
foi 95,05 %, o teor de proteina em base seca ¢ de 75,78% (Tabela 13), ele pode ser caracterizado

como um material rico em proteina soluvel.

Tabela 13 - Composi¢ao centesimal média do hidrolisado de queratina.

Valor médio

Macronutriente %) Nutriente em base seca (%)
(1]
Proteinas 3,75+ 0,06 75,78
Umidade 95,05+0,27 -
Cinzas 0,99 £ 0,02 18,95
Lipideos 0,21 +0,00 5,27

Fonte: Elaborada pela autora (2020). Os lipideos foram calculados por diferenca.

Wang, Parsons (1997), Tiwary, Gupta (2012) e Eaksuree et al. (2016), afirmam em seus
estudos que o processamento comercial usual das penas para produgdo da farinha pode afetar a
qualidade da proteina. Assim, as pesquisas correntes visam a extracdo de queratina de penas
utilizando processos mais brandos, que afetem menos a qualidade da proteina e, a0 mesmo
tempo, tenham boa eficiéncia de extracdo e hidrdlise. Exemplo disto ¢ o trabalho desenvolvido
por Kshetri et al. (2019), no qual foi utilizada uma bactéria queratinolitica Chryseobacterium
sediminis RCM-SSR-7 isolada de solo para a produgdo de hidrolisado de penas, com condicao
ideal a 5 % de penas em solug¢do por 84 horas de incubacdo, obtendo um teor de peptideos
soltiveis de 295 mg - g'! de pena. J4 no presente trabalho foi atingido 3,75 g de proteina solavel

por 100 mL de hidrolisado, onde os 3,75 g de proteina foram extraidos dos 4% (4 g) de penas
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usadas no inicio do processo, equivalendo a 937,5 mg de proteina/g de pena utilizada. Logo,
além de ter alcancado maior teor de proteinas soluveis, o presente processo foi executado em
tempo muito menor que o do citado estudo (16 h).

O teor de cinzas reflete os minerais presentes naturalmente na pena, o sulfito de sddio
adicionado na etapa quimica e os sais formados da reagdo de neutralizagdo do meio alcalino
(NaOH) com HCI, consequéncia do ajuste do pH da etapa enzimadtica e parte no final do
processo, onde o hidrolisado teve o seu pH ajustado em 7,5. Os lipideos sd3o os provenientes

naturalmente das penas.

5.7.2 Perfil peptidico

Neste topico estdo organizados os resultados da analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia/espectrometria de massa (HILIC - ESI - QTOF - MS) para os hidrolisados de
queratina de penas obtidos apds hidrolise enzimatica (EZ, US, MW). Foi possivel a analise dos
hidrolisados com espectrometro de massa de alta performance, ressaltando-se que, comparadas
a proteinas de alta massa molecular, a sensibilidade desse método ¢ consideravelmente melhor
para peptideos, principalmente nas estruturas peptidicas compostas por até 20 aminoacidos
(HAN, ASLANIAN, YATES, 2008).

Os espectros de massa obtidos estdo dispostos nas Figuras 18, 19, 20 e na Tabela 14
estdo detalhados os compostos detectados com seu respetivo tempo de retencdo, massa - m/z e
intensidade ou abundancia.

Na analise dos espectros de massa gerados (Figuras 18, 19 e 20), os picos com boa
resolucdo foram selecionados, sendo 8 principais para o hidrolisado EZ, 6 para o US e 7 para o
MW. A andlise revelou elementos com massa molecular de 245 a 1370 Daltons (Da) que

representam peptideos di-, tri- ou polipeptideos de baixa massa molecular (menos de 1000 Da).
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Figura 18 - Espectro de massa (HILIC - ESI - QTOF - MS) do hidrolisado enzimatico de
queratina de penas de frango.
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Figura 19 - Espectro de massa (HILIC - ESI - QTOF - MS) do hidrolisado enzimatico de
queratina submetido a pré-tratamento com ultrassom.
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Figura 20 - Espectro de massa (HILIC - ESI - QTOF - MS) do hidrolisado enzimatico de
queratina submetido a pré-tratamento com micro-ondas.
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Observa-se que o perfil peptidico dos trés hidrolisados tem semelhancgas, no entanto o
espectro US apresentou um numero menor de picos, com intensidade um pouco maior € boa
eficiéncia. Em todos as massas correspondentes a peptideos da ordem de 600 a 800 Da foi
abundante. Um tripeptideo de massa 399 Da também teve intensidade expressiva (54 % no EZ,
61 % no US e 63 % no MW). As massas detectadas indicam que os peptideos formados pela
hidrolise da queratina tém entre 2 e 5 residuos de aminoacidos. Sendo detectada a menor massa
de 245 Da para os hidrolisados US e MW, correspondente & um dipeptideo. J& para o hidrolisado
EZ foi detectada uma massa maior de 1370 Da, com intensidade de apenas 11 %. Mesmo assim,
¢ bem abaixo da proteina integra, queratina, cuja massa ¢ da ordem de 10.000 a 12.000 Da
(FRASER, PARRY, 2008; WANG et al., 2016). Logo as amostras foram bem hidrolisadas,
com fracionamento e formacao de di-, tri e oligopeptideos, corroborando com os resultados

obtidos para o grau de hidrolise.



80

Tabela 14 - Resumo dos peptideos identificados nos hidrolisados de queratina pela analise

HILIC - ESI - QTOF - MS.

Hidrolisado /2 Intensidade Tempo (min) Tipo de peptideo
(%) proposto
EZ 399,2250 54 4,46 tripeptideo
640,3880 40 5,08 oligopeptideo
732,4290 59 3,39 oligopeptideo
732,4270 <10 2,48 oligopeptideo
797,4817 100 3,98 oligopeptideo
845,4755 10 1,52 oligopeptideo
908,5819 23 0,90 oligopeptideo
1370,7317 11 6,18 oligopeptideo
US 245,1868 15 1,96 dipeptideo
399,2250 61 4,46 tripeptideo
640,3673 43 5,23 oligopeptideo
732,4279 52 3,36 oligopeptideo
797,4784 100 3,91 oligopeptideo
908,5825 28 1,01 oligopeptideo
MW 245,1867 13 2,04 dipeptideo
399,2248 63 4,38 tripeptideo
640,3674 40 5,01 oligopeptideo
732,4274 50 3,32 oligopeptideo
732,4277 25 1,04 oligopeptideo
797,4789 100 3,83 oligopeptideo
908,5823 29 0,86 oligopeptideo

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

A qualidades nutricionais e bioativas de hidrolisados proteicos estdo diretamente

relacionadas ao seu perfil peptidico. Relaciona-se boa qualidade aos hidrolisados que

apresentam elevados teores de di- e tri- peptideos e baixa porcentagem de peptideos com massa

molecular maior que 800 Da. Curiosamente, dentro da sequéncia da proteina original, os

peptideos sdo inativos e, portanto, devem ser liberados para exercer um melhor efeito (RYAN

etal., 2011).

Quando liberados da sequéncia proteica, principalmente por hidrolise quimica, a¢ao

proteolitica de microrganismos ou hidrolise enzimatica, os peptideos podem se tornar ativos.

Sendo amplamente utilizados para aplicagdes industriais de alimentos e farmacéuticas (LEMES



81

et al., 2016). Assim, os peptideos obtidos neste trabalho sdo componentes com potencial para

aplicacdes farmacéuticas, cosméticas e alimentares.

5.7.3 Digestibilidade in vitro

Quando se avalia a qualidade nutricional de um produto, ndo s6 a quantidade de
nutrientes, a exemplo da proteina ¢ importante, mas também a sua digestibilidade. Analisando
os resultados da Tabela 15, estes indicam que o produto obtido tem alta digestibilidade,
principalmente se comparado as penas integras que possuem baixa digestibilidade (9,6 % - 15,6
%) dada a hidrofobicidade em agua da queratina e a sua estabilidade estrutural, especialmente
da B-queratina, que ¢ resistente a degradacdo devido as ligagdes dissulfeto e de hidrogénio

(ADLER et al, 2018; TIWARY, GUPTA, 2012).

Tabela 15 - Digestibilidade proteica in vitro dos hidrolisados de queratina de penas de frango.

Amostra Digestibilidade (%) Digestibilidade Média (%)
EZ 80,23 2+ 0,20
US 100,00 ® + 0,09 89,28 £9,99
MW 87,60 ¢+ 0,10

Fonte: Elaborada pela autora (2020). n= 3 repeti¢cdes por tratamento; médias seguidas de letras mintdsculas
diferentes sobrescritas indicam haver diferenga significativa entre os tratamentos em nivel de 5% por teste de
Tukey.

A clivagem das ligagdes peptidicas aumenta os niveis de grupos amino e carboxila
livres, resultando em maior solubilidade (SARMADI, ISMAIL, 2010). Valores altos de
digestibilidade eram esperados, visto que as penas foram solubilizadas e hidrolisadas, com
producdo de peptideos de menor cadeia, mais soluveis e, consequentemente, absorviveis pelo
trato gastrointestinal. Foi possivel observar através dos espectros de massa, que os tamanhos
dos peptideos foi de no maximo 1.370 Da, lembrando que a queratina tem tamanho da ordem
de 10.000 a 12.000 Da (FRASER, PARRY, 2008; WANG et al., 2016).

Houve diferenca significativa (a0 = 0,05) entre os trés tratamentos. As amostras do
processo no qual foram submetidas ao tratamento de ultrassom (US) apresentaram
digestibilidade superior as demais. A explicacdo disto pode estar associada ao efeito do
ultrassom, pois a turbuléncia, cavita¢do e energia liberada podem causar altera¢des nas cadeias

polipeptidicas como incorporagdo de 4gua e ar. E, dado que a queratina ¢ hidrofobica e tem
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estrutura recalcitrante, a acdo da endoenzima (savinase) ¢ facilitada, promovendo a quebra de
estrutura e maior grau de hidrélise JOVANOVI'c et al., 2016; HOLKAR et al., 2016, 2018).

Dentro da cadeia de producao animal, um aspecto importante a ser considerado, ¢ a
qualidade das matérias-primas para a fabricacdo de ragdes. Farinhas de penas comumente
utilizadas como rag@o animal podem ter sua qualidade melhorada. Se forem comparadas quanto
sua digestibilidade, os valores encontrados para farinha de penas comercial 54,9 - 57,8 %
(ADLER et al, 2018; KSHETRI et al., 2019), a produzida por hidrélise com queratinase de
Bacillus licheniformis ER-15 (73,4 %) (TIWARY, GUPTA, 2012), o hidrolisado de proteina
de penas (86 %) produzido por Kshetri et al. (2019), o hidrolisado produzido no presente estudo
apresenta melhor digestibilidade (89,28 %). Este valor ¢ 30 % maior do que uma farinha
comercial de penas. Sendo assim, pode ser usado como uma alternativa de insumo a ser
adicionado na ragdao ou até mesmo em bebedouros para diversos animais, tais como aves,
suinos, gados, peixes ou animais de estimagdo. A viabilidade técnica e econdmica do uso do
hidrolisado obtido no presente estudo pode ser estudada, uma vez que este tem alto valor
agregado. E necessario avaliar aplicagdes mais finas como aplicagio em alimentos e
cosméticos.

Direcionado ao consumo humano, seria interessante avaliar sua aplicabilidade como
ingrediente de alimentos ou suplementos alimentares. Proteinas com alta digestibilidade sao
ideais para situagdes de estresse em que o corpo precisa de rapida reposi¢do proteica. Sabe-se
que os suplementos a base de proteinas sdo largamente utilizados por atletas e praticantes de
exercicios, a exemplo da proteina do soro do leite (whey protein), devido ao seu alto valor
nutricional e sua digestibilidade, fator relevante para estimar a absorcdo intestinal destas
proteinas. Almeida et al. (2015) determinaram a digestibilidade proteica in vitro de proteina de
soro de leite de fabricantes brasileiros (88,4 %), dos Estados Unidos (91,7 %) e os compararam
com a digestibilidade da caseina (83,7 %) e da soja (55,2 %). Assim, o hidrolisado de queratina
tem melhor digestibilidade (89,28 %) do que os produtos citados. Entretanto, mesmo nao sendo
mais caracterizado como residuo, € necessario verificar a legislagdo internacional e/ou de cada
pais para sua aplicagdo em alimentos.

Um fato interessante ¢ que a L-cisteina, aminoacido ndo essencial componente da
queratina, ¢ extraida de penas, 13, cabelo humano ou pelo suino sendo utilizada como aditivo
alimentar em aplicacdes de panificagdo, utilizado como agente redutor em massas de pizzas,
paes e croissants para dar elasticidade a massa e reduzir o tempo de mistura. As legislagdes de
aditivos alimentares variam de acordo com o pais, na Turquia seu uso ¢ proibido, j4 no banco

de dados de aditivos alimentares da Comissao Europeia, o uso da I-cisteina ¢ permitido
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possuindo os codigos E910, E920 e E921 (AHMED, 2003; YACOUBOU, 2011; ISMAIL et
al., 2014; DOGAN et al., 2018).

Do ponto de vista de seguranca dos alimentos, a qualidade microbioldgica nao deixaria
a desejar, uma vez que a microfiltragdo com membrana de didmetro de poro 0,20 um foi uma
etapa do processo utilizada no presente estudo. Através da microfiltragdo, bactérias, fungos e
virus sdo retidos na membrana (HABERT, 2006). O hidrolisado também ndo oferece perigo
quimico uma vez que a base (NaOH) usada no processo foi neutralizada com HCI, formando
sal (NaCl) e o sulfito (Na>SO3) foi usado em baixas concentragoes (0,06 M), além de ser um
conservante comumente usado em alimentos, provado como seguro, GRAS (generally
recognized as safe) pela Food and Drug Agency (FDA, 2019).

Quanto as suas caracteristicas sensoriais, um estudo deve ser realizado uma vez que o
sabor amargo pode ser oriundo, em parte, da massa molecular dos peptideos (MOHR, 1980).
Com a hidrolise total ou parcial de proteinas por vezes ha a formacdo de gosto amargo. No
entanto ¢ relatado que o amargor de peptideos com massa molecular abaixo de 1000 Da ¢ muito
menor do que em fragdes com uma massa molecular mais alta (CHO, 2004). Por outro lado,
este amargor pode resultar do tipo de enzima utilizado e da proteina hidrolisada. Essa
caracteristica dos hidrolisados é causada principalmente por oligopeptideos hidrofobicos
(GILDBERG, et al., 2002). Quando Ozecan e Kurdal (2012), adicionaram proteases neutras de
B. subtilis em queijo, resultou em amargor devido a intensa quebra de caseina, o amargor nao

foi observado na mesma intensidade em queijos adicionados de lipase de Mucor miehei.

5.7.4 Atividade antioxidante

A andlise sobre o radical livre DPPH™" baseia-se na redugdo do mesmo por agentes
redutores (antioxidantes), que leva a uma diminui¢do de sua absorbanciaa 515 - 517 nm.

Uma substancia padrdo utilizada por ter reconhecida atividade antioxidante € o acido
galico (&cido 3,4,5-trihidroxibenzdico). Ele ¢ um composto fendlico encontrado naturalmente
em folhas de ché e em frutas, importante ndo s para a saude, mas para a prevencao de rango
em Oleos e gorduras comestiveis (BADHANI, SHARMA, KAKKAR. 2015; SARKER, OBA,
2019). Assim, foi determinada a atividade antioxidante de uma solugao estoque de acido galico
20,01 mg - mL"!, concomitante com dilui¢des das amostras, e os resultados estio apresentados

na Figura 21.
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Figura 21 - Porcentagem de atividade antioxidante (% AAQO) e ICso das amostras e do padrdo
acido galico (GAE), frente ao radical DPPH™.

100 . .

90

80 .................................. ‘ .................................. .!

70 S SF- et e |

- -

- 60 —eo— GAE
S
~ 50 e @ene
<OC usS
< 40 = e -EZ

30 —e- - MW

20

10

0
12 16 20 24

Concentracdo (mg - mL!)

Fonte: Elaborada pela autora (2020). * Concentragdes expressas em base seca (mg - mL™"). ** Concentragdo do
padrio 4cido galico (GAE) multiplicada por 103. ). ** Nos pontos de dados onde ndo se visualizam barras de erro
o desvio padrao foi menor que 5%.

Em elevadas concentracoes, a atividade antioxidante tendeu a se estabilizar, alcancando
até 81,67 % para o hidrolisado US, na concentracdo de 24,75 mg - mL"!. Para os hidrolisados
EZ ¢ MW os percentuais de redu¢do do radical DPPH foram menores, chegando até 68,07 e
69,54 %, respectivamente. Certamente o hidrolisado sem diluicdo também possui esta
propriedade bioativa.

Os valores de ICso (concentracdo da amostra seca necessaria para 50% de inibicdo do
radical DPPH) determinados para os hidrolisados foram: EZ (3,7 mg - mL"), US (2,3 mg - mL"
), MW (5,0 mg - mL"). Embora estes sejam menores que a atividade determinada para o padrio
de 4acido galico ICsp = 1,25 - 103 mg - mL!, sdo relevantes. O 4cido galico é um forte
antioxidante, mesmo se comparado com varios outros antioxidantes, sejam naturais ou até
mesmo artificiais. S3o reportados na literatura valores de ICsode 2 ug - mL™! para o 4cido galico,
10 ug - mL! para o trolox, 12 pg - mL™! para o BHA (mistura de 2 isdbmeros: 2 e 3-terc-butil-4-
hidroxianisol), 20 pg - mL™! para o 4cido ascorbico e 45 pg - mL™! para o BHT (hidroxitolueno
butilado) (PIRES et al., 2017; SHARMA et al., 2017; KSHETRI et al., 2019).
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E crescente o interesse na substituicio do uso de antioxidantes sintéticos como o BHA
e o BHT por antioxidantes naturais para conservagao de alimentos. O BHA e o BHT sao
amplamente utilizados pela industria para prevencao da oxidagdo lipidica, em alimentos para
animais e para humanos, medicamentos, bem como em cosméticos para os cabelos, batons e
maquiagens em geral (ASNAASHARI, FARHOOSH, SHARIF, 2014). Se usado para adigado
em ragoes, por exemplo, alimentos para animais de estimagao, o hidrolisado apresentara o poder
de reduzir sua oxidagdo. O hidrolisado apresentou ICso médio de 3,67 mg - mL™! frente ao
radical DPPH comparando com padrdoes como o BHA, BHT, o hidrolisado tem o potencial
antioxidante equivalente a 0,33 % e 1,23 %, respectivamente. No entanto, os antioxidantes
quimicos sdo considerados carcinogénicos (BOTTERWECK, et. Al, 2000) sendo possivel sua
substitui¢do pelo hidrolisado, que além do potencial antioxidante, ndo ¢ artificial e contém
nutrientes de facil absor¢ao intestinal ou poder de penetracao na pele e cabelos, devido aos
peptideos de pequeno tamanho.

Kshetri et al. (2019) determinaram um ICso-=0,102 mg - mL™! para hidrolisado de penas,
ICso menor que o encontrado nesta pesquisa (2,3 a 5,0 mg - mL!). Alahyaribeik e Ullah (2020),
determinaram um ICso=0,533 £ 0,061 mg - mL™' em queratina extraida de penas de frango por
métodos quimicos.

Por outro lado, as comparagdes exatas entre valores de pesquisas ndo podem ser feitas
diretamente pois ha variagdes entre as metodologias usadas, quando ndo, as concentracdes das
solugdes utilizadas variam, ou diferentes propor¢des de volume da diluicdo da amostra e da
solugdo do radical DPPH sao usados. Kshert et al. (2019) usaram metodologia similar e uma
proporcao de 0,1 mL de diluicao da amostra, para 1,9mL de solu¢do de DPPH em concentracao
proxima da usada neste trabalho, porém aqui, para 0,1 mL da dilui¢do foi utilizado uma maior
quantidade de solu¢do de DPPH (3,9 mL), logo existiu uma quantidade maior de radicais para
serem reduzidos pela amostra, necessitando assim de maior concentragdo de amostra para
exercer a acao antioxidante. Outra diferenca foi que estes autores usaram como padrdo o acido
ascorbico. Ja Alahyaribeik e Ullah (2020) usaram como padrao o acido ascorbico que tem poder
antioxidante menor que o &cido galico, além disso o ICso foi maior, indicando que precisaram
de maior volume de amostra para reducdo do radical, entdo a grosso modo, a queratina por eles
extraida tem poder antioxidante menor que dos hidrolisados da pesquisa atual.

Os resultados da Figura 22 referem-se a determinagdo da atividade antioxidante do
radical ABTS™, realizada para as dilui¢des das amostras e para de uma solugdo estoque de acido

galico (0,1 mg - mL™1).
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Figura 22 - Porcentagem de atividade antioxidante (% AAQ) e ICso das amostras e do padrao
acido galico (GAE), frente ao radical ABTS™.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020). * Concentragdes expressas em base seca (mg - mL™). ** Nos pontos de dados
onde ndo se visualizam barras de erro o desvio padrdo foi menor que 5%.

Para os trés hidrolisados, EZ, US e MW, na concentra¢io de 4,5 mg - mL™!, todo o
radical ABTS™ foi reduzido, descolorindo a mistura reativa, levando a absorbancia nula a
734nm. Neste ponto o potencial antioxidante atingiu 100%. Os ICso determinados para EZ, US
e MW foram 1,5; 0,25 e 2,3 mg - mL"!, respectivamente. O hidrolisado submetido ao ultrassom
teve poder antioxidante maior, tanto nos ensaios pelo DPPH™" quanto pelo ABTS™, que os
hidrolisados EZ ¢ MW. Isto pode estar associado a modificacdo ou exposi¢do de grupos na
molécula dos peptideos bioativos formados, cujo potencial redutor seja maior.

Hidrolisados de escamas de corvina (Pseudosciaena crocea) mostraram potencial
antioxidante frente ao radical ABTS, com ICs¢ variando entre 0,210 e 0,421 mg'mL'1 (WANG
et al., 2013). Estes também obtiveram valores de ICso maiores para DPPH (0,28-1,27mg-mL™")
do que os dos ensaios com ABTS. Ressalta-se que os potenciais foram determinados utilizando
acido ascorbico como padrao, cujo poder antioxidante € menor.

Observa-se pela Figura 22 que a atividade antioxidante do &cido galico foi superior, com
ICs0 0,025 mg - mL"!, assim como no ensaio com DPPH"".

Os peptideos produzidos tém potencial para eliminar radicais de DPPH™" ¢ ABTS™" com
ICso (média EZ, US, MW) igual a 3,67 mg - mL™' e 1,35 mg - mL"!, respectivamente. Sendo

assim, apresentou maior potencial frente ao radical ABTS™, cuja redugdo chegou a 100 %,
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enquanto que para o DPPH™" a redu¢do maxima foi até 81 % (Figura 21). Hidrolisados de pena
produzidos por tratamento quimico (SHARMA et al., 2017), também foram mais eficientes na
elimina¢do do radical ABTS™. A atividade antioxidante do hidrolisado de penas foi maior que
as determinadas pelos autores nas duas metodologias (DPPH e ABTS), uma vez que foi
necessaria uma quantidade menor de amostra para reduzir os radicais. A Figura 23 ilustra os
resultados obtidos no presente estudo. Assim, os peptideos de queratina de penas de frango
podem reagir com radicais DPPH™ ¢ ABTS"" livres para interromper ou diminuir a reagdo em
cadeia destes radicais e converté-los em produtos menos prejudiciais a satde ou a qualidade de

produtos passiveis de oxidagao lipidica.

Figura 23 - Atividade antioxidante do hidrolisado de queratina de penas de frango para
os radicais ABTS™" ¢ DPPH™".
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Fonte: Elaborada pela autora (2020). * Nos pontos de dados onde ndo se visualizam barras de

erro o desvio padrdo foi menor que 5%.

5.7.5 Propriedades estruturais

Na andlise do tamanho de particulas, inicialmente foi realizado um comparativo entre
as amostras provenientes da etapa de dissolucdo quimica: controle (sem ser submetida ao
ultrassom) e com tratamento de ultrassom (50 mL; 450 W ; 12,5 min) imediatamente antes do
procedimento da andlise no Lumisizer (Tabela 16; Figura 24) e sem a etapa seguinte de hidrolise
enzimatica:
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Tabela 16 - Dados da analise de tamanho de particulas do solubilizado (controle) e solubilizado
com tratamento de ultrassom (SL-US).

Menor Maior

0 1) 0 0 0
Média Span 10% 16% 50% 84% 30% tamanho tamanho

Amostra (nm) (x90- < < < < < de de
x10)/x50 (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) particula particula

Controle  194,9 0,7849  163,3 167,1 193,7 323,0 404,2 150,7 911,8
SL-US 155,1 1,743 88,9 99,0 172,2 151,8 387,11 63,7 542,7

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Figura 24 - Comparativo da distribui¢do do tamanho de particulas do solubilizado sem e com
tratamento com ultrassom.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Na Figura 24 observa-se que a média de tamanho de particulas para as penas dissolvidas
quimicamente sem a acdo do ultrassom (controle) foi 194,9 nm (variando entre a menor
particula registrada 150,7 nm e a maior 911,8 nm). Para as amostras tratadas por ultrassom (SL-
US), as particulas variaram entre 63,7 e 542,7 nm, com média 155,1 nm. Assim, o ultrassom
foi eficaz para reduzir o tamanho de particulas, e facilitar a acdo posterior da enzima. Segundo
Arzeni et al. (2012), o ultrassom gera fragmentacdo de grandes agregados em tamanhos
menores das particulas. A fragmentagdo ¢ associada a maior agdo ou acesso da enzima sobre
as particulas, sendo uma explicacdo plausivel para os maiores graus de hidrdlise, até nas
primeiras horas da enzimolise, encontrados para as amostras que foram submetidas ao
ultrassom no presente estudo.

Eslahi et al. et al (2014), produziram nanoparticulas de penas com 243 h de hidrolise
enzimatica, seguidas de tratamento ultrassonico, a fim de atingir o menor tamanho de particulas,

onde o tamanho médio passou de 297 a 127 nm apods o tratamento ultrassonico. Em
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contrapartida, no presente trabalho, os resultados foram atingidos em menor tempo total de
processo, 16 h (etapa quimica por 8 h + etapa enzimatica por 8 h), muito embora o ultrassom
nao tenha sido utilizado com o objetivo principal de diminui¢ao do tamanho das particulas e
sim como tecnologia de pré-tratamento para facilitar a hidrolise enzimatica, visando a formagao
de um hidrolisado liquido, ao qual podem ser atribuidas propriedades nutricionais, bioativas ou
tecno-funcionais.

As propriedades fisicas e estruturais das proteinas podem mudar pela agdo mecanica do
ultrassom. Jambrak et al. (2014) verificaram uma diminuicdo do tamanho das particulas,
reducdo de sua distribui¢ao e aumento da superficie livre especifica com aplicaciao do ultrassom
em proteinas do soro de leite. Segundo estes autores, as alteragdes estruturais induzidas em
proteinas pelo ultrassom estdo associadas a clivagem parcial das interagcdes hidrofobicas
intermoleculares, em vez de ligacdes peptidicas e dissulfeto. Quando as particulas sdo
submetidas ao cisalhamento, aumentam as colisdes, reduzindo o tamanho das particulas. A
sonicagdo ndo tem efeito sobre a carga superficial, mas aumenta a superficie livre no material.
As vibragdes do sonicador ultrassonico ¢ as forcas da cavitagao podem causar essas alteragoes.
A cavitagdo ¢ eficaz na quebra de agregados e aglomerados, diminui¢do das forcas de Van
Waals, fazendo as particulas menores.

Segundo Shaw (1992) as dispersdes coloidais t€ém tamanho médio de particulas que
varia de 1 a 1000nm. O hidrolisado final apresentou caracteristica homogénea e sem formagao
de sedimentos ou aglomerados. Com base nestas caracteristicas e no tamanho das particulas
(Tabela 17) o hidrolisado pode ser classificado como uma dispersdao coloidal. Como as

particulas dispersas tiveram tamanhos diferentes, o sistema coloidal ¢ polidisperso.

Tabela 17 - Dados da andlise de tamanho de particulas dos hidrolisados (EZ, US e MW).

Média Span (x90-  10% < 16%< 50%< 84%< 90%<

Amostra
(nm) x10)/x50 (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
EZ 266,3 2,3 120,5 155,0 365,1 755,5 884,4
uUsS 235,0 2,0 108,9 132,2 318,5 661,2 753,2
MW 282,1 2,5 142,5 168,5 358,6 777,8 904,6

Fonte: Elaborada pela autora (2020). n= 3 repeticdes por tratamento; médias seguidas de letras minusculas
diferentes sobrescritas nas linhas indicam haver diferenca significativa entre os tratamentos em nivel de 5 % por
teste de Tukey.
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Figura 25 - Comparativo do tamanho médio de particulas dos trés hidrolisados (EZ, US e
MW).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Apesar do hidrolisado US ter apresentado menores valores relacionados ao tamanho de
particulas, a diferenca entre as médias de EZ, US e MW nao foi significativa (o= 0,05). Quando
comparados os spans dos trés hidrolisados finais, o US teve menor valor de span (2,0), o que
estaria relacionada a uma distribui¢do menos heterogénea do tamanho das particulas.

E importante um olhar quanto & caracteristica de produto com tamanho préximo ao de
nanomateriais que, por defini¢do ou recomendacdo da Unido Europeia (2011/696 / EU), sdo
aqueles onde 50 % ou mais das particulas tém tamanho entre 10 e 100 nm, visto que materiais
com nanoparticulas sdo atualmente investigados e aplicados em diversos tipos de produtos, tais
como cosméticos, alimentos e medicamentos (PETERS et al., 2014).

Os espectros de FTIR-ATR das penas de frango trituradas, do hidrolisado enzimatico
de penas (EZ), e dos hidrolisados enzimaticos obtidos apds ultrassom (US) e apds o micro-

ondas (MW) estao apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Espectros FTIR-ATR das penas e hidrolisados (EZ, US e MW). A — Espectro
total; B — Zoom na faixa 1400 a 800 cm’!

£z
—US — MW
A

—Pena

Pena EZ
—US —MW

o

Transmitaneia / %

Transmitincia / %

1400 1300 1200 1100 1000 900 800

- -1
Numero de onda/ cm

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

. -1
Nimero de onda / cm

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A interpretacdo dos espectros de FTIR-ATR das penas integras e da queratina extraida
e tratada por diferentes tecnologias revelou diferengas espectrais que sdo caracteristicas de
ligagdes peptidicas. Os picos de absor¢io em 3300 cm™ presentes no espectro da pena e do
hidrolisado EZ sdo caracteristicos de grupamentos de -NH e —OH associados. Apds tratado por
ultrassom e micro-ondas houve deslocamento angular para 3447 cm’!, provavelmente, devido
a quebra de ligacdes peptidicas, com formagdo de -NH livres em amidas. A banda de 1648 cm™
!'presente em todos os espectros, corresponde a banda da amida I referente as vibragdes de
alongamento C=0 (MOHANTY et al., 2005).

A banda da regido 1544 cm™! caracteristica de amida II que esta presente na pena e no
EZ nao estido evidentes nas amostras US e MW, sendo relativa as vibragdes de flexao de -NH
e alongamento de -CH (ALAHYARIBEIK, ULLAH, 2020).

Verifica-se mudancas na faixa do espectro entre 1200 e 900 cm™! onde, no espectro da
pena nao haviam picos, surgindo picos adicionais de numeros de onda 1190, 1117, 1035, 998 e
932 cm™! em EZ, US e MW, aos quais pode estar associada a formacdo de peptideos com
exposicao de extremidades —C—N (peptideos com aminoacidos alifaticos), liberagcdo de residuos
de cisteina sulfonada e/ou residuos reticulados com maior massa molecular. O aparecimento
destes picos evidencia o processo de hidrdlise, e sulfitolise que representa reacdo entre o sulfito
inorganico adicionado ao meio e residuos de cisteina. Os hidrolisados tém véarios picos

adicionais em comparacdo com a pena, sugerindo proteinas de menor massa molecular. A
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presenca de bandas em 664 cm™! nas amostras hidrolisadas indica que, provavelmente, houve
exposi¢do de cadeias ciclicas alifaticas de tri ou oligopeptideos. Também a formagao de bandas
em 593 cm™! que pode indicar presenca de dissulfeto de reticulagdo. Semelhangas com estas

consideragdes foram encontradas no trabalho de Alahyaribaik e Ullah (2020).

5.7.6 Solubilidade proteica (SP)

Foram testados diferentes pH’s do hidrolisado para avaliar a solubilidade das proteinas
(aminoAcidos e peptideos) nele contidas. E sabido (FENNEMA,1993) que no ponto isoelétrico,
as cargas positivas e as negativas entram em equilibrio, e neste ponto os aminodcidos, peptideos
ou proteinas tém uma carga liquida igual a zero e tém baixa solubilidade. Ao adicionar uma
maior quantidade do HCl a solu¢do tornou-se turva, decantando apds centrifugagdo.
Associando-se este fenomeno e os resultados de proteina soluvel (Tabela 18), o hidrolisado
apresentou menor solubilidade em pH’s iguais ou abaixo de 6. Este resultado ¢ condizente com
a literatura uma vez que grande parte dos aminoéacidos e proteinas possuem ponto isoelétrico
acido, a exemplo os aminoacidos serina (pI= 5,68), glicina (pl = 6,06), valina (pI = 5,97)
(FENNEMA,1993); e a faixa do pH do ponto de carga zero da queratina de 3,9 a 6,5
(GIACOMNI et al., 2017).

Tabela 18 - Proteina soluvel dos hidrolisados de queratina de penas de frango (EZ, US e MW)
em diferentes pH's.

Proteina solavel (g -100 mL™)

pH EZ UsS MW
2,0 2,8042+0,11 3,324+ 0,02 2,854+ 0,00
4,0 3,19B2+ 0,14 3,70 B°+ 0,00 3,09 82+ 0,06
6,0 3,27%+0,12 3,73 *+ 0,00 3,15 B2+ 0,01
8,0 3,319+ 0,10 3,75+ 0,00 3,24 2+ 0, 02

Fonte: Elaborada pela autora (2020). n= 3 repetigdes por tratamento; Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, maiuscula na coluna e mintscula na linha, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Observa-se ainda que o tratamento com ultrassom (US) diferiu estatisticamente do EZ
e do MW em todos os pH’s testados, indicando que o hidrolisado US apresentou solubilizagao
das proteinas maior que os demais tratamentos. Pode-se associar o aumento proporcional da
solubilidade com o aumento do GH, uma vez que o GH do hidrolisado US foi 10,8%, enquanto
que do EZ e MW foi §8,4%. O mesmo foi observado por Roman e Sgarbieri (2005), em que os

hidrolisados de caseina com maiores GH’s apresentaram maior solubilidade. Em ambos os
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trabalhos a hidrélise ndo precisou ser total, com valores abaixo de 40 %. A hidrolise parcial é
uma estratégia quando a redu¢do da massa molecular e/ou uma alta solubilidade ¢ requerida
(COLTELLI et al., 2016).

Fazendo-se uma comparagao entre a proteina total e a proteina soltvel dos hidrolisados
(pH 8,0): EZ (3,81 x 3,31 %), US (3,75 x 3,75) e MW (3,69 x 3,24%), em suma, a proteina
soluvel foi similar a proteina total confirmando que o material proteico (peptideos) contido nos
hidrolisados ¢ muito soluvel no meio, isto €, tem boa solubilidade proteica no meio aquoso do
hidrolisado (Tabela 18). Assim o hidrolisado final dessa pesquisa teve seu pH ajustado para 7,5
- 8,0, pois além de ter um produto proximo a neutralidade, esta condicao evita precipitacao da
proteina nele contida, dando estabilidade e maior vida de prateleira ao mesmo. Para tal nao foi
preciso adicionar grandes quantidades de acido uma vez que, ao final da enzimolise o pH
apresentou-se em torno de 9.

Os resultados na Tabela 19 reforcam o que foi dito anteriormente em relacdo a maior

solubilidade da proteina contida no hidrolisado US:

Tabela 19 - Solubilidade proteica dos hidrolisados de queratina de penas de frango (EZ, UZ e
MW).

Solubilidade proteica — SP (%)
EZ UsS MW
8,0 86,87 100,00 87,80

pH

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

5.7.7 Capacidade emulsificante (CE)

A andlise da capacidade emulsificante do hidrolisado foi realizada para avaliar sua
propriedade de proporcionar a mistura de substancias imisciveis (agua e lipideos) naturalmente
presentes em formulagdes alimenticias e cosméticas. Uma forma simples de analisar esta
propriedade foi avaliando seu comportamento em 6leo porque, naturalmente, ndo se misturam
e, por terem densidades diferentes a 25 ° C, 1 atm (4gua, 0,9970 g - cm™ e 6leo de soja 0,92020
g - cm?), o dleo posiciona-se na fase superior (HANDBOOK OF CHEMISTRY AND
PHYSICS, 2017). Quando estdao sendo emulsificados, se estabilizam até¢ um certo limite onde
o volume de 6leo adicionado ndo mais se incorpora na fase aquosa, ocorrendo um colapso da
emulsdo e separacao das fases. Assim, pela quantidade maxima de 6leo que foi dispersa no

hidrolisado (fase aquosa), foi determinada a CE.
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O ponto onde ocorreu a inversao das fases com colapso da emulsado, foi tomado para o
calculo da capacidade emulsificante (CE), que foi expressa pela razdo entre o volume de 6leo

(ml) estabilizado, por cada grama (1 g) de proteina (Tabela 20):

Tabela 20 - Capacidade emulsificante dos hidrolisados de queratina de penas de frango (EZ,
US, MW).

Armostra CE CE Média
(mL- g™ (mL- g™
EZ 14,75°£ 1,9
Us 14,00°+ 1,0 14,47 + 0,41
MW 14,67+ 1,53

Fonte: Elaborada pela autora (2020). CE por grama de proteina (dilui¢do do hidrolisado com 1% de proteina).
n = 3 repeti¢cdes por tratamento; médias seguidas de letras mintsculas diferentes sobrescritas indicam haver
diferenca significativa entre os tratamentos em nivel de 5%, por teste de Tukey.

Esta estabiliza¢c@o ocorreu em pH 7.5, para dilui¢cdes 1 % de proteina. Logo 100mL do
hidrolisado integro teria CE proxima de 54,27 (para as 3,75g de proteina nele contida). Como
o hidrolisado tem alto teor de agua, grande parte dela se separa apds repouso. Uma sugestiao
para uso com intuito de emulsificacdo seria fazer um processo de concentragdo com
membranas. Assim, a proteina seria concentrada, resultando em maior CE e menor fracdo de
agua restante.

A proteina presente no hidrolisado, tem caracteristicas hidrofilicas por ser soltivel em
agua, porém este ndo ¢ fator Uinico que determine sua interagdo com lipideos. A metodologia
aqui usada, seguiu estudo de DE KANTEREWICZ, R. J.; et al. (1987), que apoiaram o conceito
de que a capacidade emulsificante de proteinas depende do equilibrio adequado entre as suas
caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, em vez de apenas valores altos para cada um.

Em pesquisa de Chiu, Chen, Chang (2009), o soro do leite e o concentrado de soja
dispersaram, por grama de amostra, 1,70 e 2,18 mL de 6leo. J& o hidrolisado de queratina de
penas absorveu 14,47 mL de oleo por grama de proteina, ou por equivalentes 26,7 g de
hidrolisado, que daria uma incorporacao de 0,5 mL de 6leo por grama de amostra (considerando
que o hidrolisado tem 3,75 % de proteina). Assim, a capacidade emulsificante do soro do leite

foi 3 vezes maior que a do hidrolisado, ja do concentrado de soja foi 4 vezes maior.
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5.7.8 Estabilidade da emulsao (EE)

A estabilidade das emulsoes foi analisada ap6s as mesmas permanecerem em repouso
por 24 horas. Apos esse periodo observou-se separacdo da emulsdo em trés fases distintas
(Figura 27): 47 % na parte inferior do recipiente (fase aquosa e translicida), 8 % na parte
intermediaria (fase de aspecto opaco, cremoso ou leitoso), e 45 % na parte superior (fase oleosa

de cor amarela aparente).

Figura 27 - Separagdo e composicao das fases 24h apds emulsificagdo 6leo de soja —
hidrolisado de queratina

Fase superior (6leo);
45 % (volume); U (%0)=0,19 %

Fase intermediaria (emulsdo branca leitosa);
8 % (volume); U (%)=35.75 %

- Fase Inferior (aquosa);
47 % (volume); U (%) = 95,69 %

Fonte: Elaborada pela autora (2020). Hidrolisado diluido (1 % de proteina).

No procedimento descrito por Acton e Saffle (1970) para determinacao da estabilidade
da emulsdo, faz-se meng¢ao a retirada de uma aliquota de 5 mL da fase inferior. Pressupde-se a
existéncia de apenas duas fases, ja no presente experimento formaram-se trés fases. Como a
fase inferior foi visivelmente aquosa e que provavelmente incorporou pouco ou nenhum 6leo,
além da coleta desta fase, também foi realizada a coleta de 5 mL da fase intermediaria.

A pouca existéncia de 6leo observada para a fase inferior foi confirmada comparando-

se os resultados de estabilidade da emulsdo hidrolisado proteico/6leo expostas na Figura 28.
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Considerando as fases inferiores, a estabilidade da emulsdo foi baixa e ndo diferiu
estatisticamente (o = 0,05) para os trés tratamentos: EZ (8,42 %), US (8,65 %) e MW (8,39%),
estas tiveram em média 95,69 % de umidade, confirmando ser fase aquosa.

Ao avaliar-se a fase intermediaria, os valores da estabilidade da emulsao (100 %),
indicam que houve a formagao de uma fase estavel que cotinha em média 35,75 % de umidade.
Esta fase foi composta majoritariamente por 6leo (62,5 %) e 37,5 % da dispersdo de proteina
em agua (diluicao do hidrolisado com 1% de proteina). Sendo que, do volume total de 50 mL
de hidrolisado diluido, aproximadamente 3 mL emulsificaram 5 mL de 6leo de soja, totalizando
8 mL de emulsdo (fase intermediaria). Ou seja, a dilui¢cdo do hidrolisado (com 1% de proteina),
incorpora aproximadamente 10 % do seu volume em 6leo. Analogamente o hidrolisado integro
(3,75 % de proteina) incorpora 37,5 % do seu volume em 6leo de soja. Estas quantidades foram
condizentes com a calculada na analise de CE, cujo valor médio foi 14,47 mL - g! para a

dilui¢do (com 1% de proteina).

Figura 28 - Estabilidade da emulsdo (%) para os trés hidrolisados EZ, US e MW.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A presente metodologia para classificacdo de estabilidade de emulsdes 6leo em agua,
foi realizada de acordo com Acton e Saffle (1970) que analisaram a estabilidade de emulsdes
contendo 50 % oOleo, estabilizado por proteinas de carnes soluveis em sal (carne bovina e suina,
coragao de bovino, bochecha bovina e suina), encontrando valores de estabilidade de emulsao

que variaram entre 7,4 e 98,5 %, dependente do tipo de carne e da concentracdo de proteinas
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nas dispersdes. Foi observado que, quanto maior a concentracdo de proteinas, maior foi a EE
%. Por exemplo: concentragdes de 7,5 mg - mL !, apresentaram mais de 95 % de estabilidade
da emulsdo. Para a concentragdo de 1 % de proteinas preparada no presente experimento com
a queratina hidrolisada, ou seja, de 10 mg - mL !, foi calculada uma menor estabilidade (8,49
%). No entanto cabe ressaltar que, para a fase intermediaria emulsificada, foi calculada
estabilidade de 100%, e esta fase perdurou estavel por 8§ dias.

Em termos de aplicagdo, concerne avaliar o uso do hidrolisado como emulsificante em
formulagdes cosméticas ou como emulsificante natural em alimentos para humanos e animais,
com destaque para alimentos com gordura e sais como derivados carneos e alimentos prontos
para pets. Este hidrolisado teria vantagem frente aos emulsificantes artificiais. Logo, poderia
ser utilizado como emulsificante natural, com proteinas de alta digestibilidade, antioxidante,
aliando propriedades tecnoldgicas, nutricionais e bioativas.

Durante a acdo do ultra-turrax foi verificada a formagao da espuma no hidrolisado, assim

seria interessante investigar sua atuagao acerca de propriedades espumantes.

5.7.9 Densidade, viscosidade ¢ indice de refracao

Neste item estdo apresentados os resultados de analises adicionais para caracterizagao
geral do hidrolisado. A densidade absoluta determinada foi 1,12+ 0,01 g - mL!. Esta densidade
é um pouco superior & da dgua, 0,9970 g - mL"!, 2 mesma temperatura 25 °C, na pressio de 1
atmosfera (HANDBOOK OF CHEMISTRY AND PHYSICS, 2017), sendo ja esperado visto
que os solidos soluveis no hidrolisado, como peptideos e sais, provocariam este aumento.

A analise de viscosidade foi feita com 100 medidas e taxa de cisalhamento 0 - 500 (1/s),

medindo-se a tensdo de cisalhamento que foi de 0 a 0,9 Pa (Figura 29).
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Figura 29 - Viscosidade — 1 - (mPa - s) do hidrolisado de queratina de penas de frango frente a
taxa de cisalhamento — vy - (1/s) e tensao de cisalhamento - 1 - (Pa).
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Considerando-se a Lei de Newton da viscosidade (BRUNETT]I, 2008), infere-se que o
hidrolisado tem caracteristicas de um fluido newtoniano, uma vez que a tensao de cisalhamento

¢ proporcional ao gradiente de velocidade ou taxa de cisalhamento.

O hidrolisado ¢ um fluido que ndo apresenta resisténcia ao escoamento. Sabe-se que a
viscosidade da agua a 22 °C ¢ 0,9548 mPa s, para o hidrolisado foi calculada uma viscosidade
média maior, 1,24 mPa's (HANDBOOK OF CHEMISTRY AND PHYSICS, 2017).

O indice de refracao determinado foi 1,34 nD o equivalente a 5,4 ° Brix (a 25 °C). Estes

seriam relativos aos 3,75 % de proteinas, sendo o restante, 1,65 % de outros solidos soluveis

€como oS sais.

5.7.10 Cor do hidrolisado de queratina de penas de frango

Com o intuito de caracterizar a aparéncia visual do hidrolisado (Figura 30), foi
observada a sua cor, que apresentou-se em amarelo claro e translicido. Na figura 31 ¢
apresentado o espectro de absorcao da luz visivel, onde os comprimentos de onda de maxima
absorc¢do foram na regido abaixo de 440 nm. Sabe-se (SKOOG, HOLLER, CROUCH, 1998)
que a cor absorvida é complementar a cor observada e que comprimentos de onda de 380 a 440

nm correspondem a violeta e violeta-azul, cuja cor complementar predominante observada € o
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amarelo. Esta medida experimental realizada ¢ justamente uma referéncia numérica a cor

amarela observada a olho nu.

Figura 30 - Hidrolisado final de queratina de penas de frango.

Fonte : Arquivo pessoal da autora.

Figura 31 - Espectro de absorcdo da luz visivel dos hidrolisados EZ, US e MW.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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5.8 RESUMO DE PROPRIEDADES E APLICACOES DO HIDROLISADO DE
QUERATINA DE PENAS DE FRANGO

Com base em todos os resultados obtidos, conhecimentos adquiridos durante revisao de
literatura e desenvolvimento deste trabalho, foi elaborado um resumo (Quadro 6) de
caracteristicas e algumas propriedades do produto obtido, bem como um desenho esquematico
(Figura 32) de possibilidades de uso do hidrolisado em diversas aplica¢des, cuja viabilidade

técnico-econdmica pode ser estudada.

Quadro 6 - Caracteristicas do hidrolisado de queratina de penas de frango.

Propriedade
Aparéncia Liquido translicido
Cor Amarelo claro
pH 7,5a8,0
Densidade 1,12+0,01 g- mL !
Viscosidade 1,24 mPa - s

Indice de refracdo

1,34 nD ou 5,4 ° Brix (a 25 °C)

Umidade 95,05 %
Matéria seca 4,95%
Teor de cinzas (base seca) 18,95 %
Proteina (base seca) 75,78 %
Solubilidade proteica > 80%

Massa molecular média

Peptideos < 1 kDa
(1000 g - mol™)

Tamanho de particulas

<300 nm

Digestibilidade proteica in vitro

89,28 %

Fonte: Elaborado pela autora (2020).




Figura 32 - Possibilidades de aplicagdo do hidrolisado de queratina de penas de frango.
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Cosméticos
{Cremes; shampoos; condicionadores; esmaltes)

Biomédicos ¢ desportivos
{suplementos; medicamentos)

Alimentagio animal
(ragdo pets, peixes, suinos; suplemento hidrico)

Insumos industria alimentos e bebidas
(proteina; antioxidante; emulsificantes; espumantes)

Agricultura
(fertilizantes; alteragdes de solo)

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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6 CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer uma metodologia amigavel ao meio ambiente para dissolucao
e hidrolise enzimatica de penas de frango, lhe agregando valor e com uso de enzima disponivel
no mercado.

O pré-tratamento da hidrolise enzimatica com ultrassom foi significativo na enzimolise
da queratina em comparagao com a enzimolise tradicional, e com o pré-tratamento com micro-
ondas. Sua aplicagdo teve efeito positivo na eficiéncia e eficidcia do processo de hidrolise
enzimatica da queratina de penas de frango. Foi visto que, com aplicagdo do ultrassom (US) foi
obtido maior grau de hidrélise (10,8 %), versus 8,4 % do tratamento enzimatico (EZ) e 8,4 %
do micro-ondas (MW); maior digestibilidade proteica (100 %), versus 80,23 % (EZ) e 87,60 %
(MW); melhor solubilidade proteica com 100 % da proteina soluvel, contra 86,87 % (EZ) e
87,80 % (MW) e maior potencial antioxidante frente aos radicais DPPH "¢ ABTS™".

A metodologia de extragao e hidrélise, e a tecnologia de ultrassom proporcionaram bons
resultados na producdo de hidrolisados de queratina de penas de frango, podendo ser adequada
para a industrializag@o de outros residuos proteicos.

O produto obtido é composto por peptideos de baixa massa molecular e possui
propriedades funcionais e nutricionais destacaveis tais como atividade antioxidante, boa
solubilidade e digestibilidade proteica, particulas de tamanho menor que 300 nm passiveis de
boa absorgao.

Pelas caracteristicas apresentadas, o produto tem potencial para uso na indlstria de
alimentos, cosmética, farmacéutica, bem como industria de alimentacao animal.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Realizar concentragdo e separagdo do hidrolisado e avaliar as propriedades das fragdes;

- Investigar a eficacia do hidrolisado por testes dermatolégicos de eficacia in vivo com aplicagao
do mesmo em produtos cosméticos;

- Investigar viabilidade técnica e econdmica da aplicacdo do hidrolisado em formulagdes
alimenticias ou como ingrediente de alimentos para animais;

- Investigar o hidrolisado acerca de suas propriedades espumantes;

- Sequenciar os aminoacidos dos peptideos obtidos e relacionar com sua bioatividade.
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