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RESUMO - A influéncia da temperatura, pH e razdo enzima substrato sdo fatores
fundamentais nas condigdes do processo de cinética de hidrdlise enzimatica. Neste
trabalho utilizou-se um coquetel de enzimas “Super Enzymes” no qual contém as
enzimas papaina, amilase, protease, lipase, bromelina, protease, papaina, celulase
entre outras, da empresa Now e conduziu-se 0s experimentos mantendo a
temperatura entre 15°C, 25 °C, e 35 °C, pH inicial entre 7, 8 e 9 e concentragao da
razdo enzima substrato 0,19, 0,29 e 0,3g. Foram anotados os resultados da
variacdo do pH em cada experimento e obteve-se o0 grau de digestibilidade de cada
amostra determinando a concentracdo de proteina hidrolisada da amostra que
apresentou melhor resultado no grau de digestibilidade. Pode-se perceber que o
coquetel de enzimas foi significativo no processo de hidrdlise das penas, porém as
variaveis que apresentaram melhor resultado estatistico foram temperatura e pH.

1. INTRODUCAO

Em 2015, o Brasil ultrapassou a China e se tornou segundo maior produtor mundial de
carne de frango, atras apenas dos Estados Unidos (EUA). Os nimeros do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) indicam que a producdo brasileira chegou a 13,14 milhGes
de toneladas no ano passado, volume 5,4% superior ao de 2014 e o maior ja registrado na
histéria do pais (CAMPOS et al, 2016). Com a ampla aceitacdo da carne de frango no
mercado mundial surgem as preocupac¢des com a destinacdo dos subprodutos gerados por essa
producdo, como as visceras e as penas.

A principal fonte de estudo do presente trabalho sé&o as penas de frango, que
representam cerca de 5 a 7 % do peso total do frango (MARTELLI et al, 2006). Também cabe
ressaltar que o Brasil é o segundo produtor mundial dessa ave, sendo interessante a obtencédo
de subprodutos a partir das penas. Estas contém alto teor de proteina bruta, e cerca de 85% a
90% dessa proteina é a queratina muito resistente as enzimas proteoliticas (MOORE et al,
2006).

Geralmente, as penas sdo cozidas em vapor sob pressdo e/ou quimicamente tratadas
para a obtencdo de hidrolisados proteicos. O aproveitamento industrial das penas de frango
como suplemento em racdo animal aumenta o valor agregado deste subproduto como fonte de
carbono para a producéo de peptidases (ONIFADE et al, 1998).
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O processamento biotecnologico de degradacdo das penas em contraposicdo ao seu
processamento sob altas temperaturas, oferece vantagens relacionadas ao enriquecimento
proteico das penas, baixo custo e a preservacdo de aminodcidos essenciais tais como
metionina, lisina, histidina, que sdo encontrados em Gtimas concentragdes. Deve-se ressaltar
que a utilizacéo de restos de penas constitui uma solucéo ecologica, evitando seu acimulo no
meio ambiente e o desenvolvimento de Varios tipos de patdgenos. O processamento industrial
de aves podem acarretar problemas de contaminacdo ambiental pela disposicao inadequada de
residuos, podendo trazer problemas graves, como o comprometimento do ecossistema. Todas
as etapas do processamento industrial contribuem para a carga de residuos possivelmente
Impactantes ao meio ambiente.

O objetivo desde trabalho é estabelecer as melhores condi¢bes temperatura, pH e
concentracdo de enzima substrato em que a cinética enzimatica favorece o processo de
hidrélise da pena bem como qual variavel apresentou resultado mais satisfatrio utilizando
métodos estatisticos.

2. METODOLOGIA

2.1 Lavagem das penas

Em uma bacia com agua morna, em torno de 60 °C adicionou-se as penas a fim de
ficarem de molho. Em seguida em uma torneira com agua corrente, conduziu-se as penas em
pequenas porcdes e retiraram-se impurezas. As penas ja lavadas foram previamente
enxugadas com o auxilio de papel toalha e levadas em uma estufa com circulacdo de ar em
uma temperatura de 30 °C e retiradas apds perceber-se a total secagem das mesmas.
Seguidamente, separaram-se as penas e fez-se a trituracdo em pedagos muito menores com 0
auxilio de uma tesoura, armazenando-as em sacos ziplock e dispondo em um congelador para
que possam apresentar longa duracao.

2.2 Método Lowry

Foram realizados os testes de determinacdo de proteina dos produtos cedidos pela
empresa Astrea, conforme o método de analise de proteinas (LOWRY, 1951). Primeiramente
foi realizado o teste com o padrdo de BSA (Albumina sérica bovina). Seguidamente foram
preparadas as solucGes contendo amostras de hidrolisado de penas com as concentragdes de
(@) 1% (1 grama para cada 100 mL de agua destilada), (b) 2% (2 gramas para cada 100 mL de
agua destilada) e (c) 5% (5 gramas para cada 100 mL de agua destilada). As absorbancias
foram lidas em um espectrofotbmetro a 600 nm, e as mesmas foram anotadas em tabela e
realizado a quantificacdo da proteina.

2.3 Hidrolise Enzimatica

Determinacdo da amostra padrdo: Determinou-se a amostra padrdo de proteina a partir
da clara de ovo. Pesou-se 1,45 g de clara de ovo e completou-se com 50 mL de agua
destilada. O béquer contendo a solucdo padrdo foi agitado com auxilio de um agitador
magnético. Deixou-se a solucdo em temperatura ambiente, pH inicial 8,0 e adicionou-se 0,2
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gramas de enzima/substrato (0,01 gramas de enzima diluida em 50 mL de agua) controlando e
anotando a cada 5 segundos a varia¢do do pH em um intervalo de 5 minutos.

Determinacdo do grau de hidrdlise: (HSU et al, 1977) Calculou-se a hidrolise
enzimatica a partir do célculo da digestibilidade este € um procedimento de controle de
qualidade que tenta proporcionar informacao em relagéo ao valor nutricional verdadeiro das
fontes de proteina especialmente as de origem animal. Como mostra a Equacao 1.

D = [ApH (amostra problema)/ApH (amostra padrio)] x 100 1)

Planejamento experimental para a hidrolise das penas: Na realizacdo das amostras para
a hidrolise relativa, preparou-se a partir das penas ja bem trituradas, onze amostras em seus
respectivos Béquer com cerca de 312,5 mg de proteina (0,58 gramas de pena que foi
quantificada a partir do método lowry) em seguida completou-se com 50 mL de agua
destilada. Levou-se cada béquer em um agitador magnético controlando a temperatura e o pH
inicial, apds adicionou-se a quantidade de razdo enzima-substrato desejada e controlou-se em
intervalos de quinze segundos a varia¢do do pH em um periodo de 5 minutos.

Estes experimentos foram realizados com o coquetel enzimatico “super enzymes” para
a determinacdo da hidrolise proteolitica das penas. O procedimento experimental realizado é
mostrado na tabela 1.

Tabela 1 - Ensaios para o planejamento experimental, variando os parametros temperatura
(T), razéo enzima substrato (E/S), e pH.

Amostra pH inicial T E/S
1 -1 -1 -1
2 -1 1 -1
3 -1 -1 1
4 1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 1 -1
7 1 -1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Neste procedimento experimental determinou-se 0s parametros das variaveis
independentes tais como podem ser visualizado na tabela 2 a seguir:

Tabela 2 - Pardmetros das varidveis independentes

Parametros -1 0 1
pH 7 8 9
T 15 25 35

(%) E/S 01 0,2 0,3
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2.4 Determinacéo dos parametros nutricionais a partir da espectrometria
de infravermelho proximo (NIRS)

Apbs a identificagdo da amostra que apresentou um grau de digestibilidade mais
elevado fez-se a filtragdo da mesma. Levou-se a pena hidrolisada sélida a empresa Astrea e
fez-se a verificacdo dos padrdes nutricionais.

3. RESULTADOS

3.1 Resultados do planejamento experimental

O planejamento experimental da hidrélise das penas e o resultado da digestibilidade
podem ser visualizados na tabela 3 a seguir:

Tabela 3 - Planejamento experimental e digestibilidade relativa das penas de frango a partir
do coquetel de enzimas.
Amostra  pH inicial T (°C) (%) E/S  Digestibilidade

1 7 15 0,1 80
2 7 35 0,1 50
3 7 15 0,3 159
4 7 35 0,3 152
5 9 15 0,1 201
6 9 35 0,1 108
7 9 15 0,3 180
8 9 35 0,3 170
9 8 25 0,2 180
10 8 25 0,2 170
11 8 25 0,2 180

Verificou-se que a amostra que apresentou maior indice de digestibilidade foi a amostra
5 com pH inicial de 9, temperatura constante em 15 °C e porcentagem de enzima-substrato de
0,1 gramas.

Realizou-se uma andlise estatistica com o software Statistics os resultados mais
relevantes sdo apresentados na figura 1, no qual analisou-se as variaveis pH, temperatura
sendo que a variavel resposta € a digestibilidade e foram encontrados valores significativos
para a temperatura e 0 pH como pode ser visto no diagrama de Pareto a baixo (imagem 1b). A
relagdo enzima-substrato ndo foi significativa para este estudo, o que significa que a faixa de
concentracdes desta variavel deve ser ampliada para futuros estudos.
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Figura 1 — (a) Superficie de resposta que relaciona o grau de hidrolise com as variaveis mais
levantes no estudo (temperatura e pH), e (b) o diagrama de Pareto.
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3.2 Comparacéao de resultados entre a hidrolise enzimatica e o tratamento
termico.

Realizou-se algumas analises com equipamento NIRS de umidade, cinzas, célcio,
fésforo e proteina de trés amostras. A primeira continha penas bruta, a segunda amostra o
procedimento padrdo realizado na empresa, ou seja, as penas apds o tratamento térmico e a
terceira as penas hidrolisadas com o coquetel de enzimas. Estes dados podem ser visualizados
na tabela a seguir:

Tabela 4 - Pardmetros nutricionais obtidos a partir do NIRS.

Pena bruta Penas apos o Penas apo6s a hidrdlise
(%) tratamento térmico enzimética
Umidade 12,31 12,12 12,21
Cinzas 2,51 2,250 1,150
Célcio 0,57 0,340 0,550
Fosforo 0,55 0,380 0,520
Proteina 85,71 80,20 85,30

Os resultados obtidos mostram que a porcentagem de umidade entre as duas
metodologias ndo teve uma grande alteracdo em relacdo ao valor da pena bruta, ja a
porcentagem de cinzas foi menor na hidrdlise enziméatica o que pode-se concluir que ouve
uma diminuic¢do na concentracdo de minerais na amostra. Ja a concentragdo de célcio, fosforo
e proteina teve um aumento em relacdo ao tratamento térmico, o que pode acarretar em
condigdes nutricionais vantajosas para a ragao animal.
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4. CONCLUSOES

As variaveis que apresentaram resultado mais significativos foram temperatura e pH
pois a faixa de variacdo da concentracdo da razdo enzima substrato é considerada pequena o
que dificulta na analise estatistica. O método biotecnoldgico apresentou resultado satisfatorio
visto que a concentracdo de proteina, calcio e fosforo aumentou-se em relacdo ao
procedimento padrdo. A concentracdo de proteina presente na hidrélise enzimatica alcangcou
99,4% em relagdo a proteina presente na pena bruta, ja no método realizado com aquecimento
alcancou 93,6%. Demostrando que a hidrolise enzimatica das penas apresenta um ganho
nutricional tendo uma ragdo mais rica em proteina, célcio e fosforo. Porém esse estudo podera
ser otimizado utilizando enzimas especificas como a queratinase.
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