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" Ndo sei...se a vida é curta ou longa demais para nés. Mas sei
que nada na vida tem sentido, se ndo tfocarmos o coragdo das
pessoas. Muitas vezes basta ser: colo que acolhe, palavra que
conforta, siléncio que respeita, alegria que contagia, Ia'gr'ima
que corre, olhar que sacia, amor que promove. E isso ndo é
coisa de outro mundo. E o que dd sentido a vida. Eo que faz
com que ela ndo seja nem curta, nem longa demais, mas que
seja intensa, verdadeira e pura... enquanto durar”.

Cora Coralina.



RESUMO

Com o crescimento populacional, a
industria avicola tem se desenvolvido
rapidamente, devido a demanda de
alimentos. O seu produto possui grande
aceitacdo no mercado mundial, em funcao
do seu valor nutricional e por ndo existirem
restricbes culturais. Entretanto, este alimento
gera grande quantidade de residuos, dentre
eles, as penas. Elas s&o compostas
principalmente por queratina, substancia de
dificil degradac&o. Neste trabalho foram
utilizadas duas bactérias queratinoliticas de
residuos da industria avicola, para se avaliar
a capacidade de degradagdo das mesmas.
Foram produzidos hidrolisados de penas por
protedlise bacteriana com ambos
microrganismos: Bacillus cereus (KR16) e
Chryseobacterium sp. (KR6). O crescimento
das bactérias em diferentes quantidades de
penas, e o fator de degradagdo das penas
comprovaram que em até 5 % obteve-se
degradacdo para KR6, enquanto, para a
KR16, obteve-se degradacédo até 1%. A
digestibilidade in vitro dos hidrolisados foi
avaliada. Observou-se que o hidrolisado da
bactéria KR6 apresentou maior
digestibilidade, enquanto o de farinha de
penas apresentou o menor valor. A
composi¢ao de aminoacidos dos
hidrolisados  foi determinada, sendo
observadas baixas concentragdes de
metionina, histidina e lisina. A partir da
digestibilidade in vitro e da composigdo de
aminoacidos, foram calculados o escore de
aminoacidos  corrigidos (PDCAAs), o
coeficiente de eficiéncia protéica (PER) e o
valor biolégico (BV). O tratamento das penas
com KR6 resultou em hidrolisados com os
valores mais altos de PDCAAs, PER e BV,
sugerindo que este microrganismo produz



hidrolisados com propriedades nutricionais
superiores aos demais.

Palavras Chave: Bactérias queratinoliticas,

Penas, Hidrolisados, digestibilidade.



ABSTRACT

The population increase promoved the
increase in food demand, resulting in a very
quickly poultry industry to development.
Poultry meat is largely accepted in the world
market because its nutritional value as well
as the lack of cultural restriction.
Nevertheless, this kind of food produces a
great amount of residues, the feathers, which
are essentially composed of keratin, a
substance of difficult degradation. In this
study two Kkeratinolitic bacteria of poultry
industry residues, were used in order to
estimate  their  degradation  capacity.
Hydrolysed feathers were produced by
bacterial proteolysis with both
microorganisms: Bacillus cereus (KR16) and
Chryseobacterium sp. (KR®). The
development of bacteria in different feather
amounts and the feather degradation factor
confirmed that up to 5% degradation was
obtained to KR6 and 1% to KR16. The
digestibility in vitro, of hydrolysates was
valued. The hydrolysed of the bacterium KR6
presented greater digestibility whereas
feather meal presented the lowest value. The
amino acid composition of the hydrolysates
was determined, and presented low
concentration of methionine, histidine and
lysine. In the digestibility in vitro, and the
composition of the amino acids, was
calculated the corrected aminoacids scoring
(PDCAAs), the protein efficiency ratio (PER)
and the biologic Value (BV). The feathers
treated with KR6 resulted in hydrolysates
with the highest values for PDCAAs, PER an
BV, Suggesting that this microorganism
produces hydrolysates  with greater
nutritional properties in relation to the others.
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l. INTRODUCAO

O ser humano durante a sua trajetoria historica, estabeleceu a ocupacéao e o
uso espacial da terra, utilizando os recursos naturais renovaveis e ndo renovaveis,
basicamente interessado na sua propria sobrevivéncia. Ao longo dos tempos,
passou a adotar um comportamento predatério em relagdo a natureza, legando-nos
o mundo em que vivemos hoje, com sérios problemas ambientais. O
desenvolvimento sustentavel torna-se inviavel se for permitido que a degradagéo
ambiental continue. Com isto esta havendo crescente interesse por parte de
industrias na utilizagdo de materiais até entdo descartados para que a qualidade

ambiental seja preservada e até mesmo melhorada.

Com o crescimento populacional e, consequentemente, devido a crescente
demanda por alimentos, a industria avicola tem se desenvolvido rapidamente. A
carne de frango possui grande aceitacdo no mercado mundial, em fungcdo do seu
valor nutricional e por ndo existirem restricdes culturais. O Brasil é o segundo maior
exportador mundial de frango, com cerca de 14% da produgdo mundial, abatendo
mais de 1500 milhdes de aves. Entretanto, este alimento gera grande quantidade de
residuos recalcitrantes, que s&o as penas. Este subproduto representa 5-7% do
peso total das aves, sendo formadas principalmente por queratina, provavelmente

constituindo a mais abundante fonte desta proteina na natureza.

A queratina é constituida de muitos aminoacidos, especialmente o aminoacido sulfurado
cisteina. Entretanto, as pontes dissulfeto da cistina conferem a esta proteina, alta insolubilidade e
baixa digestibilidade. Este efeito ocasiona um subproduto de dificil degradacao e, conseqientemente,

quando desprezadas no meio ambiente tornam-se potenciais poluentes.

Existem processos que utilizam as penas de frango como suplemento alimentar em ragdes
animais. Para isto, elas recebem tratamento por coccdo e moagem, ou tratamento quimico, para
produgcdo da farinha de pena. No entanto, estes processos destroem certos aminoacidos

termossensiveis, gerando um produto de baixo valor nutricional e, além disso, de baixa



digestibilidade. Muitos estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de processos
biotecnolégicos, visando obter microrganismos produtores de queratinases capazes de degradar as

penas das aves.

Neste trabalho foram utilizadas duas bactérias queratinoliticas isoladas de residuos da
industria avicola e previamente caracterizadas como capazes de degradar completamente penas de
frango. Estes microrganismos apresentam forte carater proteolitico, demonstrando grande potencial
para uso em processos de biodigestibilidade das penas. Com isso, nosso objetivo foi comparar as
bactérias KR6 e KR16, quanto ao seu poder queratinolitico e sua capacidade de produzir hidrolisados

de penas de frango.



.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

[1.1. ASPECTOS AMBIENTAIS

Pode-se considerar que o surgimento e a evolugao do pensamento ambiental
estdo diretamente associados ao desenvolvimento das ciéncias, ocorrido ao longo
da histéria da civilizagdo, assim como as degradacbes e alteragbes ambientais
processadas no planeta Terra. Esses efeitos surgiram em paises diferentes e em
épocas diferentes. Foram se formando e sendo construidos na medida em que
varias correntes do pensamento cientifico iam surgindo e amadurecendo, juntamente
com o aparecimento de problemas ambientais que envolviam a opinido publica (Leite
et al., 2000).

Considera-se, entdo, que os problemas ambientais s6 comegaram a ser
identificados como impactantes a partir de dois fatos basicos: a revolugéo industrial e
a organizagao urbana. A primeira, ocorrida a partir do século XVIIl, pela passagem
do artesanato e da manufatura, que ocasionou grande mudanga no processo de
producado e a segunda representada pelas construgdes das grandes cidades, sendo

a maior parte realizada sem planejamento (Boff, 2004; Leite et al., 2000).

Os custos de produgdo em qualquer processo devem contabilizar a degradagcédo ambiental. O
desenvolvimento econdmico e os cuidados com o meio ambiente sdo compativeis, interdependentes
€ necessarios. A alta produtividade, a tecnologia moderna e o desenvolvimento econémico podem e
devem coexistir com o meio ambiente saudavel (Dias, 1991). Tecnologias, instituicbes e até mesmo
sistemas de valores estdo se alterando rapidamente em consonadncia com a atengdo ao meio
ambiente (Torres, 2003).

Estima-se que os residuos agricolas, produzidos anualmente no mundo,
ultrapasse 2.100 milhdes de toneladas. Este material € particularmente abundante

em muitos paises em desenvolvimento, sendo que, atualmente, muitos tratamentos



fisicos e quimicos, tém sido utilizados para destinar parte deste material para

alimentagao animal (Ryu, 1998).

O grande aumento na produgdo animal vem gerando um problema
significativo de manuseio de residuos, incluindo excrementos, animais mortos, pélos,
penas, entre outros. Somente nos Estados Unidos sédo produzidos anualmente entre
100 e 120 milhdes de toneladas de excrementos, além de um milhdo de toneladas
de penas e um milhdo de toneladas de pélos (Shih, 1993). O desenvolvimento de
processos eficientes e economicamente vidveis, para gerenciamento destes
residuos, torna-se um importante desafio, permitindo que a ampliagcdo da

agroindustria atenda adequadamente ao aspecto ambiental.

I.2. IMPORTANCIA DAS PROTEINAS

As proteinas sdo essenciais em todos os processos biolégicos, sendo indispensaveis a
qualquer ser vivo. Além de participarem como catalisadores biolégicos, as proteinas sao
intermediarias de ampla faixa de outras fungdes como, transporte e armazenamento, movimentos
coordenados, sustentacdo mecanica, protecao imunitaria, excitabilidade, integracdo do metabolismo e

controle do crescimento e da diferenciagao (Stryer, 1992).

As unidades estruturais basicas das proteinas sdo os aminoacidos. Todas as proteinas em
todas as espécies, desde microrganismos até seres humanos, sdo compostas a partir do mesmo
conjunto de 20 aminoacidos. As cadeias laterais desses elementos de construcdo diferem em
tamanho, forma, carga, capacidade de formacao de pontes de hidrogénio e reatividade quimica (Voet,
etal., 1999).

Os vegetais sintetizam as proteinas necessarias para sua sobrevivéncia, através do
nitrogénio captado do solo, j4 os animais conseguem pela alimentagédo, através da ingesta de
proteina animal ou vegetal. Muitos aminoacidos sao sintetizados pelo préprio organismo, entretanto
alguns deles devem ser obtidos através da alimentagdo (Mahan & Escott-Stump, 1998). Todos os
organismos vivos que ndo produzem ou sintetizam o seu proprio alimento, necessitam de proteinas
para sua sobrevivéncia. A auséncia de aminoacidos esséncias na alimentagao implica em perda de
peso e retardo no crescimento, podendo ainda causar doengas cronicas sérias ao ser vivo (Voet, et
al., 1999).

Desta forma, pode-se verificar a importancia de conhecer o valor nutricional das ragdes que

séo fornecidas aos animais. Estes alimentos possuem a informagéo descrita dos niveis de proteina,



apresentadas na maioria das vezes através de percentuais da dieta ou relativos a uma quantidade de
peso da amostra. Entretanto, séo freqiientes as duvidas no real significado de cada valor apresentado
e qual seria a relagao direta e indireta de cada componente desta dieta para entédo trazer beneficios

as aves.

11.3. QUERATINA

As queratinas sado proteinas fibrosas e insollveis encontrada em vertebrados superiores
(principalmente em peles, pélos, unhas cascos, escamas, e penas) com a fung¢ado principal de dar

estrutura e protegédo aos organismos (Bradbury, 1973).

As penas sdo compostas de pelo menos 90% de proteinas, sendo a maioria queratina, que
nao é facilmente digerida por animais (Fuller, 1984). As queratinas possuem alta resisténcia mecéanica
a digestao proteolitica, em consequéncia do firme empacotamento da cadeia protéica em a-hélice (o—
queratina), estrutura R-pregueada ([3-queratina) e o super enrolamento da cadeia polipeptidica. As
queratinas possuem alto indice de ligagbes intercadeias, conseqiiéncia da formacdo de grande
quantidade de pontes dissulfeto que é facilitada pelo conteudo de cisteina. Pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas também conferem forga, estabilidade e resisténcia proteolitica a queratina
(Onifade, 1998).

As queratinas podem ser classificadas como “leves” ou “rigidas” conforme suas propriedades
fisico-quimicas, principalmente seu conteudo de cistina. As queratinas “rigidas” s&o ricas em cistina,
contendo muitas ligagdes dissulfeto, além da maioria dos aminoacidos em sua composicéo. Nesta
classe de queratinas estdo incluidos os pelos e penas, com cerca de 10 a 14% de cistina. As
queratinas “leves”, como as que estao presentes na pele, apresentam baixo conteudo de cistina e,
em sua composicdo, principalmente aminoacidos com cadeias laterais pequenas como glicina,

alanina e serina (Hood & Healy, 1994).

II.4. VALOR NUTRICIONAL DA FARINHA DE PENA

As penas de aves, o principal residuo da industria avicola, sdo compostas por cerca de 90%
de queratina. A utilizagdo convencional para este residuo é a conversao em farinha de pena. Apesar
da alta estabilidade da queratina, a farinha de pena pode ser usada como fonte de proteinas, quando
corretamente processada, podendo ser adicionada em ragao para animais (Steiner, et al., 1983). Os
métodos tradicionais de processamento fervem as penas a altas pressées, hidrolisando parcialmente
as proteinas, desnaturando-as e destruindo algumas ligagbes quimicas que conferem a rigidez as
mesmas (Fuller, 1984).



Embora a queratina seja indigesta, se previamente hidrolisada, a fragdo protéica
remanescente é mais suscetivel as enzimas proteoliticas digestivas. Portanto, a resisténcia as
enzimas proteoliticas comuns, pode ser parcialmente contornada pelo tratamento térmico,
desnaturando a queratina, com isso passando a ter digestibilidade de 60 — 70% (Elmayergi & Smith,
1971). Entretanto, o tratamento térmico resulta em perdas significativas de alguns aminoacidos
(Wang & Parson, 1997).

Diversos autores tém descrito seus trabalhos avaliando qual o valor nutricional da farinha de
penas. Em trabalho realizado por Klemesrud et al. (1998), foi avaliado a farinha de penas e farinha de
sub produtos de frango como fonte complementar de proteinas para bezerros. Para formular as
racgdes, foram utilizados como fonte protéica, uréia, farinha de soja, farinha de penas, farinha de sub
produtos de frango. Sugeriu-se que a farinha de penas e de sub produtos de frango sdo adequadas

para utilizagdo como fonte de proteina metabolizavel para ruminantes.

Outros autores também relataram que a farinha de pena pode ser usada como alternativa
alimentar para suplementagédo de racédo animal. A sua utilizagcdo é limitada devido a deficiéncia dos
aminoacidos essenciais, triptofano, metionina e histidina (Liu, et al., 1989; Luong & Payne, 1977).
Portanto, a farinha de pena, quando utilizada como Unica fonte de proteina da ragédo, ndo pode
sustentar o ganho de peso no crescimento de frangos. A suplementagédo da farinha de pena com os
aminoacidos essenciais em que é deficiente aumenta a razdo de ganho, mas ndo aumenta a
utilizagao liquida da proteina (Summers, et al., 1965). Isto foi estudado por Luong & Payne (1977) que
utilizaram hidrolisado de farinha de penas como fonte de aminoacidos em ragao para aves, sendo
constatada a redugao diaria na producado de ovos em aproximadamente 10%. Com a suplementacao
de metionina na ragédo a redugdo da produgdo de ovos foi recuperada em 50%, demonstrando a

caréncia deste aminoacido na farinha de penas.

Para comparar a digestibilidade entre farinha de soja, farinha de sangue, farinha de milho
com gluten e hidrolisado de farinha de penas, como fonte de proteina em ragdo para ruminantes,
Goedeken, et al. (1990) realizaram o seguinte estudo. Foram colocadas intraruminalmente, por 12
horas, cada fonte protéica, em sacos especificos, com poros de 50 microns. Depois deste periodo, os
sacos foram retirados e lavados para a determinagdo N total. Os dados de degradagado protéica
obtidos foram 73,4; 17,2; 19,6 e 30,9 (x 2,8) para farinha de soja, farinha de sangue, farinha de milho
com gluten e hidrolisado de farinha de pena, respectivamente, mostrando que a degradagéo da
hidrolisado de farinha de pena foi inferior apenas a farinha de soja. Estes achados demonstraram que

o hidrolisado da farinha de penas pode ser utilizado em ragao para ruminantes.

Em outro estudo comparativo, Bureau, et al. (2000) utilizaram farinha de penas, farinha de
sangue, farinha de milho e farinha de peixe como fonte protéica para o crescimento de peixes. Os

resultados demonstraram que com incorporagao de até 15% de farinha de penas na dieta é possivel



aumentar a eficiéncia alimentar e o ganho energético dos peixes, sem afetar o crescimento dos

mesmaos.

Elmayergi & Smith, (1971) analisaram o teor de aminoacidos do produto obtido pela
fermentacdo de farinha de pena, por agdo do microrganismo Streptomyces fradiae e compararam
com o requerimento de aminoacidos em ragao para frangos. Foi observado que o produto € deficiente
em metionina, lisina e tirosina, sendo a metionina o mais limitante, com 0,4%, enquanto o necessario

para composi¢ao de ragéo para frangos, é de 2,5%.

O valor nutricional da farinha de pena hidrolisada, como fonte de aminoacidos para suinos, foi
avaliado por Chiba et al. (1996). As dietas foram formuladas com farinha de soja adicionada de 0, 30,
60, 90, e 120 g de farinha de pena hidrolisada por kg de ragdo. Como alimentagcdo padrao, foi
utilizada a farinha de soja sem suplementagéo. Os resultados encontrados indicaram que é possivel o
uso de até 90 g de farinha de pena hidrolisada, incorporada a ragéo, sem interferir na qualidade da
carcaca. Com a utilizacado da farinha de penas suplementada com lisina como Unica fonte de proteina
da dieta, ndo houve reducdo da qualidade da carcaga, porém ocorreu redugdo no ganho de peso.
Normalmente, a farinha de penas ndo é usada em ragdo para suinos devido a deficiéncia deste

aminoacido.

Comercialmente, os processos de hidrélise de farinha de pena utilizam alcali ou acido,
entretanto, estes processos provocam a destruigdo de alguns aminoacidos, acarretando a redugao do
valor nutricional da proteina encontrada na pena de frango. Steiner, et al. (1983), trataram pena de
frango com diferentes concentragcées de NaOH e H3PO, e processaram em autoclave. Estes autores
verificaram que existe interagcdo entre a concentragdo dos produtos quimicos e o tempo de
processamento. A concentragao de proteina bruta diminui com o aumento da concentragcédo do acido

ou do alcali, porém nao é afetada no tempo de processamento.

Em outro estudo, foi verificada a influéncia do tempo ou de processamento em autoclave para
obtencdo do hidrolisado de farinha de pena. Neste trabalho, analisou-se a composicédo de
aminoacidos da pena bruta, e apds o tratamento térmico. Os resultados mostraram que a principal
alteragao ocorreu na redugao do conteudo de cistina, que por ser termosensivel foi influenciada pelas
condicdes de processamento. Os aminoacidos esséncias, valina, leucina, tirosina e fenilalanina
demonstraram serem mais estaveis ao tratamento térmico, concluindo que nao existe uma condigéo

6tima para o processamento deste material (Papadopoulus, 1986).

Certos microrganismos agem sobre a estrutura da queratina da pena, resultando em
modificagdo estrutural da mesma, alterando sua resisténcia as enzimas do trato digestivo. Desta
forma, a digestibilidade e o balango de aminoéacidos da farinha de penas podem ser grandemente
melhorados (Elmayergi & Smith, 1971).



11.5. POSSIBILIDADES DO USO DO HIDROLISADO DAS
PENAS

As penas constituem a mais abundante fonte de queratina encontrada na natureza. Elas
acumulam-se principalmente apds o processamento de aves domésticas, utilizadas para consumo
humano como alimento, representando um potencial poluente ambiental. Esses residuos possuem
grande quantidade de proteinas e aminoacidos que poderiam ser utilizados beneficamente, como
suplemento alimentar para animais, mostrando-se como alternativa para a reciclagem desse residuo.
No entanto existem limitagbes para esta utilizacdo, que sdo principalmente a baixa digestibilidade,
baixo valor bioldgico, e a deficiéncia de aminoacidos nutricionalmente essenciais, como metionina,
lisina, histidina e triptofano. O conteudo e as concentragbes dos aminoacidos das penas sao
altamente variaveis. Metionina, lisina e histidina tém seu conteudo diminuido com o aumento da idade
de frangos, enquanto a concentragdo de aminoacidos ndo essenciais, aumenta com a idade
(Papadapoulus, 1986; Dalev, 1997).

O tipo de processamento da pena de frango tém sido relatado como um dos fatores primarios
que influenciam na qualidade protéica da farinha de pena (Wang & Parson, 1997). Normalmente, a
farinha de pena é utilizada em quantidade limitada como suplementacéo proteica em ragdo animal.
Para aumentar sua utilizagdo, a pena € processada com calor Umido e pressao, ou quimicamente,
para aumentar a digestibilidade. Estes processos de tratamento requerem quantidades significativas
de energia e destroem certos aminoacidos. A biodegradacao das penas, por microrganismos que
possuem atividade queratinolitica, representam um método alternativo para melhorar o valor nutritivo
(Williams, et al., 1990; Kim, et al., 2001; Odetallah et al, 2003).

As proteases especificas, elaboradas intracelularmente ou extracelularmente por
microrganismos que degradam queratina, sdo chamadas de queratinases. Estas enzimas tém a
capacidade de agir em substratos compactados, melhor que outras enzimas proteoliticas. Isto

diferencia as queratinases de outras proteases e peptidases (Onifade, et al., 1998).

Alguns pesquisadores estudaram as quantidades de aminoacidos, do sobrenadante de meios
de cultura, com microorganismos que degradam penas, em condigbes aerdbia e anaerdbia. Eles
observaram que na auséncia de oxigénio, a concentracdo de aminoacidos livres € superior as
condi¢cdes aerdbias. Isoleucina, leucina, valina, fenilalanina e tirosina foram os aminoacidos
encontrados em niveis mais elevados. Prolina e triptofano ndo foram detectados e histidina e

metionina foram encontrados em pequenas quantidades (Williams & Shih, 1989).

Woodgate (1993) constatou que 50 % dos aminoacidos podem ser perdidos com o

processamento térmico utilizado atualmente. Ele desenvolveu um estudo a partir do uso conjunto do



processo térmico com o enzimatico, com o objetivo de hidrolisar penas. O processamento das penas
se deu em 2 fases, utilizando tempos e temperaturas diferente, com ou sem tratamento enzimatico,
sendo os tratamentos analisados pelo ensaio de digestibilidade in vitro por pepsina. Os resultados
indicaram que a amostra tratada inicialmente com enzima, ap6és submetida ao aumento de

temperatura, mostrou ser o tratamento mais eficiente, em termos de digestibilidade.

Outro estudo realizado por Schasteen (1997) comprovou que a adi¢gdo da queratinase, na
farinha de penas, melhorou o desempenho nos experimentos de alimentagdo de aves com racgao
contendo suplementacdo com este produto. Foi demonstrado o aumento no ganho cumulativo e na
conversdo alimentar, em comparagdo com o grupo controle em cuja dieta ndo foi adicionada a

enzima.

A avaliagcao de um hidrolisado enzimatico de penas de frango com o microrganismo Vibrio sp.
kr2 revelou que o produto possui digestibilidade in vitro superior a farinha de penas. O hidrolisado foi
testado em um ensaio biolégico onde foi constatado que, quando combinado com concentrado de
soja na proporgao de 20:80 (w/w) o ganho de peso é superior ao obtido com o concentrado de soja

como unica fonte protéica (Grazziotin, 2002).

Além disso, as penas contém cerca de 15% de N, possuindo desta forma grande potencial
para serem utilizadas como fertilizantes de liberagédo lenta de N. Entretanto a pena bruta apresenta
uma taxa de mineralizagdo muito lenta, e a farinha de pena apresenta liberacdo total do N em 6-7
semanas (Hadas & Kautsky 1994). Hidrolisados parciais de penas tém sido testados em formulagées
para fertilizantes. O tratamento de penas de frango com Streptomyces sp. e posterior utilizagdo do
hidrolisado em adubacido demonstrou que este material apresenta caracteristicas compativeis para
uso como fertilizante. O uso de microrganismos queratinoliticos para modificagdo da queratina das
penas representa uma alternativa para o desenvolvimento de fertilizantes e utilizacdo deste
subproduto (Choi & Nelson, 1996).

As penas constituem-se de material fibroso, rigido e insoluvel, conferindo a funcionalidade de
cobertura protetora, indicando que suas proteinas constituintes possuem potencial para aplicagbes
onde estas propriedades sdo desejadas. Observa-se interesse crescente no uso de proteinas como
fonte renovavel para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis, como por exemplo, aplicagbes em
embalagem para adubos ou filmes comestiveis (Kester & Fennema, 1986; Yamauchi, et al., 1996).
Entretanto, pouca atencdo tem sido dada a queratina. Assim, o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis a partir de queratina representa uma importante alternativa para a utilizacdo das

penas.



. MATERIAIS E METODOS

[l1.1. PENAS DE FRANGO

As penas de frango utilizadas como componente do meio de cultura foram fornecidas pela
empresa Avipal (Porto Alegre, Brasil) disponiveis em lotes de 2 kg. Estas foram lavadas em agua
corrente, e a retirada de impurezas como unhas, sangue e pedagos de pele foi realizada
manualmente. Este material foi seco em estufa sob temperatura de 45°C e ap6s mantido congelado

sob temperatura de -20°C até posterior utilizagao.

l1.2. FARINHA DE PENAS

A farinha de pena utilizada como substrato para ensaios enzimaticos e componentes de
meios de cultura e ensaio bioldgico foi obtida a partir do processamento de cocg¢do sob presséo e

moagem da empresa Bunge (Esteio, Brasil) e fornecida em amostras de 1 Kg.

A farinha de pena foi triturada em moinho para obtengdo de granulometria homogénea. Em
seqguida, tratada com éter de petrdleo, a temperatura ambiente por 24 horas, na proporgédo de 100 g
de farinha de penas para cada litro de solvente, para a remogéo de gordura. Este material foi entdo
filtrado em papel filtro comum e lavado com agua destilada, sendo apos seco a temperatura ambiente
em capela de exaustao.

11.3. MEIOS DE CULTIVO E DILUENTE

Os meios de cultivo e os diluentes que foram utilizados no experimento, caldo pena (CP),
agar leite (AL) e tampao fosfato salino (PBS), tem sua composicao descrita nos anexos 1,2 e 3,

respectivamente.

l1.4. MICRORGANISMOS



Os microrganismos estudados para a produgdo dos hidrolisados de penas foram
Chryseobacterium sp. KR6 e Bacillus cereus KR16. Estas linhagens foram isoladas e caracterizadas
por Riffel et al. (2003) e Werlang & Brandelli (2005), respectivamente, no Instituto de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Durante a realizacdo do experimento as linhagens foram mantidas em agar leite sob
refrigeracdo. As culturas foram armazenadas a temperatura de 4°C, em placas de agar leite, sendo
semeadas a cada 10 dias, em frascos contendo 100 mL de caldo pena e mantidas a 4°C, sendo

realizado um novo indculo a cada 30 dias.

lI.L5. DETERMINACAO DO NUMERO DE CELULAS VIAVEIS

A contagem do numero de unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL) em meio soélido
foi realizada conforme descrito por Grazziotin (2002). A suspengao bacteriana foi preparada em PBS
e diluida 10" a 10® em tubos de ensaio As amostras foram homogeneizadas em vortex marca
Biomatic, tipo 1005 e aplicadas em trés repeticdes de 20 pL por quadrante de placa de agar leite.
Este procedimento, foi realizado em capela de fluxo vertical, marca Pachane, modelo PA — 115. As
placas foram incubadas por 72 horas a 30°C em estufa incubadora, marca De Leo. A contagem foi
efetuada na diluicdo onde as coldnias estivessem isoladas, e entre um minimo de 30 e um maximo de
300 colbnias. Para esta contagem foi utilizado contador de colénias, marca N. Gerber, tipo 1147 02.

Os resultados foram expressos em log U.F.C./mL.

.. PREPARACAO DO PRE-INOCULO

As colbnias das linhagens queratinoliticas utilizadas, estocadas em &gar leite, foram
coletadas por raspagem de placas e transferidas para o meio caldo pena. A cultura foi incubada por
48 horas a 30°C e 120 rpm em equipamento incubador com agitagdo marca Nova Técnica, modelo
NT 713.

II.L7. CONDICOES DE CRESCIMENTO E DEGRADACAO DAS
PENAS

Foram realizados cultivos com diferentes concentracdes de penas (1, 2 e 5%), por 5 dias com
agitagéo de 120 rpm a 30°C para o microrganismo KR6, e 37°C para o microrganismo KR16. Em
intervalos de 24 h foram retiradas aliquotas para determinacdo do numero de células viaveis

(UFC/mL) e da concentragéo de proteina soluvel (item I11.9).



Apo6s o cultivo, o material foi filirado e os residuos de penas nédo degradados foram lavados

com agua destilada, secos em estufa e pesados. O fator de degradagéo foi calculado como:

Fd = (Massa de penas inicial — massa de penas final) / massa de penas inicial

111.8. OBTENCAO DOS HIDROLISADOS

Os hidrolisados de penas foram produzidos pela adigdo de 5 mL do pré-inéculo em 250 mL

de caldo pena contendo 5% de penas para o microrganismo KR6 e 1% para o microrganismo KR16.

Os frascos foram incubados a 30°C por 5 dias sob agitagédo de 120 rpm. Apds a incubacgéo, o
material foi autoclavado por 20 min. e filtrado. O material retido foi seco na estufa a 37°C por 24h
(hidrolisados HKR6 e HKR16). O filtrado foi concentrado a pressao reduzida e seco em estufa a
vacuo por 24 h a 45°C (Hidrolisado FHKR®).

Apds produzir a quantidade necessaria, o produto de diferentes cultivos foi misturado e

homogeneizado para as analises.

111.9. ANALISE DA CONCENTRACAO DA PROTEINA SOLUVEL

Para determinar o conteudo de proteina soluvel das amostras utilizou-se 0 método descrito

por Lowry et al. (1951) com o emprego do reagente de Folin — Ciocalteu.

Foram utilizados o reagente combinado (RC), preparado com 0,5 mL de solugdo 0,5% de
CuS0,.5H,0 adicionado de 0,5 mL de solugao 1% de tartarato de sodio e potassio; completou-se o
volume de 50 mL com solugédo de NaCO3; 2% em NaOH 0,1N. O reagente de Follin-Ciocalteu (FC) foi

diluido (1:1; v/v) com agua destilada.

Para a reacdo, misturou-se 100 uL de amostra e adicionou-se 2,5 mL de RC, deixou-se 10
minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se 300 uL do reagente de FC diluido e deixou-se a

temperatura ambiente por mais 40 minutos.

As determinacgbes de proteina sollvel para cada amostra foram realizadas em triplicata e foi
medida a absorbancia (540nm) em espectrofotdbmetro Hitachi modelo U-1100 (Toquio, Japao).
Paralelamente foi preparado um branco com 100 puL de agua destilada e adicionado os demais

reagentes. A curva padrao foi preparada com albumina sérica bovina (Sigma, USA).



[1.10. ANALISE DA COMPOSICAO DE AMINOACIDOS

A composicdo de aminoacidos dos hidrolisados de penas e da farinha de penas foi
determinada utilizando um Sequential Multi-Sample Amino Acid Analyser (TM S2, Technicon, USA).
Os aminoacidos foram obtidos apés digestdo dos peptideos com acido cloridrico 6 mol/L em tubos
vedados incubados a 110°C por 24 h. Os aminoacidos foram purificados por cromatografia com

Amberlite IR-120 previamente a andlise.

[11.11. DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Foi avaliada a digestibilidade in vitro da farinha de pena, proteina de soja, caseina e dos
hidrolisados de pena utilizados, através do método descrito por lkeda et al. (1995), com algumas
modificagdes. Em frasco de 50 mL, adicionou-se 0,25g do substrato e 7,5 mL de solugdo de pepsina
(0,3 mg/mL em HCI 0,1 N) seguido a incubagcdo das amostras por 3 horas a 37°C. Apds,
neutralizaram-se as amostras com 7,5 mL de NaOH 0,2 M e adicionou-se 3,75 mL de solucéo de

pancretina (2,2 mg/mL em tampao fosfato 0,1 M pH 8,0).

As amostras foram incubadas por 24 horas na mesma temperatura. Posteriormente, a reagao
foi interrompida com 5 mL de &acido tricoloroacético (TCA) 30%, sendo o volume levado a 25 mL com
TCA 5%. As amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 g / 30 min/4°C. O sobrenadante foi
separado e o nitrogénio digerido foi determinado pelo método colorimétrico com reagente de Folin-

Ciocalteu (Lowry et al. 1951).

As determinag¢des de proteina soluvel de cada amostra foram realizadas em triplicada e foi
medida a absorbancia (540 nm) em Espectrofotdbmetro Hitachi modelo U-1.100. Paralelamente, foi
preparado um branco com 100 uL de agua destilada mais reagentes, a curva-padrao foi preparada
com albumina sérica bovina.

A digestibilidade foi calculada através da seguinte formula:

Digestibilidade = concentracdo de proteinas soluvel apds a digestibilidade x 100

concentragao de proteina na amostra nao digerida

l11.L12. PREDICAO DE PARAMETROS NUTRICIONAIS

a) COEFICIENTE DE EFICIENCIA PROTEICA (PER)



Os valores preditos de PER dos hidrolisados foram calculados a partir da composicdo dos
aminoacidos, determinados pelos aminogramas, baseados em trés equacgdes desenvolvidas por

Alsmeyer, Cunningham, e Happich (1974), conforme descrito abaixo:

PER = -0,684 + 0,456 (LEU) - 0,047 (PRO) (1)
PER =-0,468 + 0,454 (LEU) - 0,105 (TYR) @)
PER=-1,816 + 0,435 (MET) + 0,780 (LEU) + 0,211 (HIS) - 0,944 (TYR) ®)

b) ESCORE DE AMINOACIDOS CORRIGIDO (PDCAAS)

Os valores de PDCAAS dos hidrolisados de penas e farinha de pena foram
calculados a partir da relagéo entre a composigao de aminoacidos da amostra e de
valores de referéncia para frangos de corte (NRC 1994). Estes indices foram
multiplicados pelo valor da digestibilidade de cada hidrolisado para obter o escore
corrigido de cada aminoacido essencial. O PDCAAS ¢é considerado o menor escore
corrigido (Abdul-Hamid, et al. 2002).

c) VALOR BIOLOGICO (BV)

O valor biolégico predito de cada hidrolisado foi calculado através da equacgao de regressao

desenvolvida por Morup & Olesen (1976), conforme descrita abaixo.

Para encontrar o valor do q, deve-se utilizar os valores de cada aminoacido reférencia e
amostra. Calculando igualmente conforme célculo descrito abaixo. A partir deste, pode-se calcular o
valor biolégico predito.

- 2,15 0,41 0,60 0,77 2,4 0,21
BV =10 xq Lys X q Phe + tyr X q Met +Cys X q 1 X Q Trp

Onde:

q="amostra  para “amostra < “referéncia
#referéncia

q=referéncia para *amostra = *referéncia
#amostra



% = mg de aminoacido / g de aminoacido essencial total

111.L13. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados de digestibilidade in
vitro e composi¢do de aminoacidos foram submetidos ao teste de Tukey para

verificar se as diferencas entre os hidrolisados foram significativas (Arango, 2001).

Com o propdsito de verificar a coeréncia entre os resultados encontrados foi
aplicado o procedimento estatistico da correlagao linear simples, para verificar a
variacao conjunta dos resultados encontrados, utilizando o coeficiente de variagcao
de Pearson (Callegari-Jacques, 2003). O teste foi executado através do SOFTWARE
MINITAB - V14 (2004). As correlagdes calculadas foram consideradas significativas

para um nivel de significancia de 0,05.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. MICRORGANISMOS

A primeira etapa desse trabalho foi selecionar os microrganismos, com base
em trabalhos anteriores (Riffel, et al., 2003). Desta forma, foram escolhidas
linhagens bacterianas encontradas nas penas de frango em processo de
degradacgao e selecionadas quanto a atividade enzimatica (queratinase) e potencial
para hidrolisar penas. Os microrganismos escolhidos foram o Bacillus cereus KR16 e
Chryseobacterium sp. KR6. Estas bactérias encontram-se em o6timas condigcdes de
crescimento e degradacao de penas em pH 7,0 e temperatura de 37°C e em pH 6,0

e temperatura de 30°C, respectivamente.

Figura 1: Degradacdo de penas de frango pelo microrganismo KR6 apos
incubagéo a 30°C por 0 h (A), 24 h (B), 48 h (C), 72 h (D) e 96 h (E).



Estes microrganismos foram capazes de degradar penas de frango, restando

apenas pequenos fragmentos destas apds incubacgao (Figura 1).

IV.2. CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO EM DIFERENTES QUANTIDADES
DE PENAS

Um dos fatores analisados para a producado dos hidrolisados de penas foi
observar o comportamento, quanto ao crescimento do microrganismo em diferentes
quantidades de penas. Para tanto foram preparados meios contendo 1g, 2g e 5g de
penas em 100 mL de meio caldo pena (CP), e inoculados com a bactéria KR6 ou
KR16.

O microrganismo KR16 cresceu bem com a concentragado de 1% de penas.
alcangando a fase estacionaria de crescimento em aproximadamente 48 horas
(Figura 2), com uma concentracéo celular de cerca de 7 log UFC/mL. A producéo de
proteina soluvel acompanhou o crescimento microbiano sendo observados valores
maximos apds 48 horas de cultivo. Observou-se comportamento similar com 2% e
5% de penas, porém nao houve incremento na concentragédo de proteina soluvel em

relacdo ao aumento da concentragao do substrato.

O microrganismo KR6 cresceu bem em concentragcdo de caldo pena de 1%,
2% e 5%. A bactéria atingiu a fase estacionaria em aproximadamente 48 horas
(Figura 3), chegando a uma concentragao celular de cerca de 8,5 log UFC/mL.
Houve aumento na producdo de proteina soluvel de maneira proporcional ao
aumento na concentragdo de penas no caldo. Durante o cultivo de 5% penas a
concentragdo maxima de proteina soluvel, foi observada em 48 horas, alcangando

valores de 33 mg/mL (Figura 3).
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Figura 2: Crescimento do microrganismo KR16 em caldo pena 1%. O
microrganismo foi incubado a 37° C com agitagdo de 120 rpm por 120 horas. Nos
intervalos indicados, foram retiradas aliquotas para monitorar crescimento (e) e
concentragao de proteina soluvel (m).
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Figura 3: Crescimento do microrganismo KR6 em caldo pena 5%. O microrganismo
foi incubado a 30° C com agitagdo de 120 rpm por 120 horas. Nos intervalos

indicados, foram retiradas aliquotas para monitorar crescimento (e) e concentragao
de proteina soluvel (m).



IV.3. FATOR DE DEGRADACAO DAS PENAS

Outro fator analisado para a produgdo do hidrolisado foi o comportamento quanto a
degradacgéao de diferentes quantidades de penas pelos microrganismos testados. Para isto utilizaram-
se meios com diferentes quantidades de penas, onde foram inoculadas as bactérias KR6 e KR16. Os

resultados obtidos estdo representados nas Figuras 4 e 5, respectivamente.

Os gréficos ilustram o fator de degradacédo para as bactérias KR6 e KR16. Na Figura 4,
utilizando a bactéria KR6, os valores do fator de degradagéo obtidos foram: 0,877 — 0,872 — 0,747
para 1%, 2% e 5%, respectivamente. Com a bactéria KR16, foi encontrado: 0,785 — 0,257 — 0,213

para 1%, 2% e 5%, respectivamente (Figura 5).
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Figura 4: Fator de degradacéo das penas apo6s cultivo da bactéria KR6 por 5 dias a 30°C em
diferentes concentragdes de penas no meio de cultura.
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Figura 5: Fator de degradagédo das penas apds cultivo da bactéria KR16 por 5 dias a 30°C

em diferentes concentragcdes de penas no meio de cultura

Estes resultados indicam que a bactéria KR6 pode ser utilizada para degradagdo de penas
com uma concentragdo mais elevada deste substrato, quando comparada com a KR16. Mesmo com
0 uso de 5% de penas ocorreu uma boa degradacao das penas, enquanto para KR16 obteve-se boa

degradagao com 1% mas ndao com quantidades superiores.

Muitos autores relatam a degradagéo de penas por microrganismos utilizando meio com 1%
penas (Sangali & Brandelli 2000; Kim et al., 2001). Uma linhagem de Bacillus sp. FK46 teve taxa de
degradacéo de penas diminuida de 80% para 30% quando a concentragdo de penas aumentou de

1% para 5% (Suntornsuk & Suntornsuk, 2003), similar ao observado com a bactéria KR16.

Lucas et al. (2003) observaram grande variagdo nos valores de degradacdo de penas entre
23 bactérias queratinoliticas isoladas de solos. Utilizando meio com 0,27% penas, encontraram
apenas seis linhagens com fator de degradacao superior a 0,5. Durante a producdo de lisado de
penas por Bacillus licheniformis PWD-1, a degradagéo de penas foi produzida por cultivo semi-sélido

utilizando um inéculo de 2 L para 500 g de penas (Williams et al., 1991).

IV.4. DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Através da Tabela 1, pode-se observar os dados da digestibilidade in vitro

com pepsina e ftripsina das diferentes fontes protéicas. Observou-se que o



concentrado de soja e a caseina apresentam digestibilidade semelhante O
hidrolisado de pena obtido do filtrado do meio de cultura do microrganismo KR6
apresentou maior digestibilidade do que quando foi utilizado todo o produto da
hidrélise. Este resultado seria esperado, considerando que no primeiro caso havia
apenas aminoacidos e proteina soluvel e no segundo havia queratina residual e
células bacterianas, além de aminoacidos e proteina soluvel. Verificou-se também

que a farinha de pena apresentou digestibilidade inferior a dos demais hidrolisados.

Tabela 1: Digestibilidade in vitro das diferentes fontes protéicas com pepsina

e tripsina.
Fonte proteica Proteina total (g/100g)) Dig. in vitro*

Farinha de pena 83,11 0,673%
Proteina de soja 79,18 0,966"
Caseina 77,47 0,989°

Hidrolisado KR6 84,53 0,791°¢
Hidrolisado KR16 84,56 0,701%
Hidrolisado F (KR6) 80,80 0,881°

* Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente (p < 0,05).

A digestibilidade in vitro dos hidrolisados indicou que estes sao suscetiveis ao
ataque por enzimas digestivas como a pepsina e tripsina. Apesar de apresentar
queratina residual no hidrolisado, o microrganismo KR6 causa redugao de pontes
disulfeto durante o cultivo em penas (Riffel et al., 2003) o que deve contribuir para o

aumento da digestibilidade, pois torna a estrutura da queratina mais suscetivel.

Grazziotin (2002) obteve valores de digestibilidade in vitro de 0,83 e 0,98 para
hidrolisados de penas obtidos com o microrganismo KR2. Este organismo leva 10
dias para completar a degradagao das penas e aparentemente gera um produto com
maior grau de hidrélise de queratina se comparado com os microrganismos KR6 e
KR16. Outros autores relatam importante aumento da digestibilidade da farinha de

penas tratada com queratinase microbiana. Rosa (1996), tratando farinha de penas



industrial com Pseudomonas sp., observou aumento de 45% na digestibilidade do
produto quando o tempo de tratamento foi de 5 dias. O tratamento com a
queratinase produzida por Bacillus licheniformis aumenta a digestibilidade da farinha
de pena em até 82% (Odetallah et al. 2003).

Nestes experimentos, observou-se que o hidrolisado de penas apresentou
digestibilidade in vitro mais baixa do que a proteina de soja e a caseina. Entretanto,
a proteina isolada de soja, utilizada frequentemente como padrédo por ser um
produto purificado e com alto teor protéico, ndo € normalmente utilizada na industria
de racgbes devido ao seu alto custo. Da mesma forma, a caseina como proteina de
boa qualidade e digestibilidade, porém de alto custo, tem o seu uso inviavel na

industria de ragdes.

A farinha de penas, produto que também é utilizado industrialmente como
fonte de proteinas em racdo animal, apresentou digestibilidade inferior aos
hidrolisados, como pode-se observar na Tabela 1, sugerindo que o tratamento

microbiano gera um produto de melhor valor nutritivo.

IV.5. AMINOGRAMA

A composicdo de aminoacidos dos hidrolisados e da farinha de penas
aparece na Tabela 2. O hidrolisado HKR16 é rico em residuos de serina e glutamato
e contém as menores quantidades de histidina e metionina. O conteudo de
aminoacidos sulfurados (Cys+Met) foi superior em HKR16. O Hidrolisado KR6
apresentou valores superiores de glutamato, quando comparados com o filtrado da
KR6. Enquanto para a metionina, estes valores sao invertidos, sendo maiores para o
FKR6 do que HKRG6. Estas duas amostras apresentaram mesmos valores para

triptofano.

Tabela 2: Composi¢cdo de aminoacidos dos hidrolisados*
AA HKR16 HKR6 FKR6 FP

Ala 43,47 53,4° 40,5° 42,2%




Arg 75,6 74,4° 67,4° 65,1°

Asp 67,0° 58,8" 58,2 56,1°
Cys 70,8 55,4° 49,1° 48,1°
Glu 97,9% 117,6° 98,18 102,6°
Gly 71,17 70,9° 67,5° 64,8°
His 6,1% 7.4° 6,5 5,8
Ile 55,9° 64,6 43,2° 42,8°
Leu 85,7% 98,4° 71,2° 76,5°
Lys 17,0% 26,7° 21,2° 21,2°
Met 5,8° 45 6,9° 4,7
Phe 52,7 58,3° 42,6° 49,2
Pro 47,6° 22,5 34.4° 41,1°
Ser 117,0° 107,3° 98,0° 81,3
Thr 43,4 51,2° 42,2 33,1°
Tyr 30,9ac 33,2 21,3° 26,8°
Trp 7,0° 6,7 6,7% 5,7°
Val 84,5° 81,7° 72,8° 75,6
HKR16 = Hidrolisado KR16; HKR6 = Hidrolisado KR6;FKR6 = Filtrado KR6; FP = Farinha de

pena
* Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente (p < 0,05).

Comparando a composicdo de aminoacidos dos hidrolisados e da farinha de
pena com dados da literatura para pena bruta (Cherry, et al. 1975), observou-se que
0 aminoacido cisteina o que sofreu maior reducdo Os mesmos autores, descreveram
estes achados em seus experimentos. Diferentes tratamentos das penas de frango
tém demonstrado que processamento térmico e/ou alcalino destroem principalmente
aminoacidos sulfurados (Steiner et al. 1983; Papadopoulus et al. 1986; Kim e
Patterson 2000). A farinha de penas sofre o processo de cocgao sob pressédo o que
explica a significativa redugdo de cisteina. Apesar da produgdo dos hidrolisados
ocorrer em temperaturas relativamente baixas, durante o cultivo do microrganismo
KR6 em penas observou-se alcalinizagdo do meio (Riffel et al. 2003), o que pode

contribuir para perda de aminoacidos sulfurados.



A composicdo de aminoacidos dos hidrolisados assemelha-se a descrita para
um lisado de penas obtido por tratamento com Bacillus licheniformis (Williams et al.,
1991), embora os niveis de lisina e histidina tenham sido inferiores aos observados
para os hidrolisados KR6 e KR16. Quando suplementado com metionina, lisina e
histidina, este lisado produziu curvas de crescimento de frangos similares as obtidas

com farinha de soja.

IV.6. ESCORE DE AMINOACIDOS CORRIGIDOS (PDCAAS)

Os valores de PDCAAS dos hidrolisados e da farinha de pena foram
calculados com base na composi¢gao de aminoacidos e digestibilidade in vitro. Os
célculos para os hidrolisados KR6, KR16, FKRG6 e farinha de pena estdo nas Tabelas
3, 4, 5 e 6, respectivamente. Observou-se, através da analise dos PDCAAS, que em
todas as amostras a metionina foi o aminoacido com menor valor, sendo desta forma
o principal aminoacido limitante. Os valores de PDCAAS encontrados para a
metionina foram: 0,15 - 0,17 - 0,19 - 0,28, para Farinha de pena, Hidrolisado KR6,
Hidrolisado KR16 e FKR®6, respectivamente.

Proteinas com PDCAAS igual a 1,0 s&o consideradas de alta qualidade, ou
proteinas completas, que atendem aos requerimentos de aminoacidos essenciais.
Nao existe vantagem nutricional em consumir proteinas com escore superior a 1.0,
pois 0os aminoacidos em excesso nao serdo utilizados pelo organismo como
aminoacidos per se, sendo deaminados e o nitrogénio eliminado como uréia,
enquanto o esqueleto de carbono € armazenado ou oxidado como fonte de energia.
Os valores de PDCAAS dos hidrolisados foram baixos essencialmente devido ao
baixo conteudo de metionina, histidina e lisina, indicando que estes aminoacidos
foram os principais limitantes nos hidrolisados. Além disso, a digestibilidade

relativamente baixa também contribui para reducao do PDCAAS.

O calculo do PDCAAS vem sendo amplamente utilizado para avaliacido de

alimentos. O escore se baseia na relagdo entre composicdo de aminoacidos e



requerimento de aminoacidos essenciais, portanto recomendado para avaliar a
qualidade de proteinas alimentares (Henley e Kuster, 1994; Schaafsma 2000)
Alguns autores criticam o uso do PDCAAS, sugerindo que o uso da digestibilidade
verdadeira dos aminoacidos limitantes seria mais precisa como fator de correcao
(Wu et al. 1996). Kannan et al. (2001) sugerem trés parametros criticos na avaliagao
da qualidade de proteinas: perfii de aminoacidos essenciais, digestibilidade, e
capacidade de suprir aminoacidos essenciais nas quantidades requeridas. No caso
dos hidrolisados de penas, devido a evidente limitagdo de metionina, histidina e
lisina observada pelo calculo do PDCAAS, indica-se que estes hidrolisados devem
ser incorporados como ingredientes de ragcdes ou utilizados com suplementagao.
Neste sentido, Grazziotin (2002) demonstrou que o hidrolisado de penas produzido
pelo microrganismo kR2 combinado com concentrado de soja e suplementado com
metionina, resultou em ganho de peso superior ao obtido com proteina de soja como

unica fonte protéica.



Tabela 3: Calculo PDCAAS do hidrolisado KR6

AA essencial idrolisado Referéniia Escore do AA® PDCAAS®
(mg/g) (mg/g)

Arg 74.4 54.3 1.37 1.08
His 7.4 15.2 0.49 0.39

lle 64.6 34.8 1.86 1.47
Leu 98.4 52.8 1.88 1.49
Lys 26.7 47.8 0.56 0.44
Met 4.5 21.7 0.21 0.17
Met + Cys 59.9 39.1 1.53 1.21
Phe + Tyr 91.5 58.3 1.57 1.24
Thr 51.2 34.8 1.47 1.16
Trp 6.7 8.7 0.77 0.61
Val 81.7 39.1 2.09 1.65

" Referéncia para frangos de corte (NRC 1994)
® Escore do AA = coluna Il / coluna Il
°PDCAAS = (coluna IV) x 0.791 (digestibilidade do HKR6); PDCAAS = 0,17 (menor escore corrigido)



Tabela 4: Calculo PDCAAS do hidrolisado KR16

) Hidrolisado Referéncia B c
AA essencial A Escore do AA PDCAAS
(mg/g) (mg/g)

Arg 75.6 54.3 1.39 0.97
His 6.1 15.2 0.40 0.28

lle 55.9 34.8 1.61 1.13
Leu 85.7 52.2 1.64 1.15
Lys 17.0 47.8 0.36 0.25
Met 5.8 21.7 0.27 0.19
Met + Cys 76.6 39.1 1.96 1.37
Phe + Tyr 83.6 58.3 1.43 1.00
Thr 43.4 34.8 1.25 0.87
Trp 7.0 8.7 0.80 0.56
Val 84.6 39.1 2.16 1.51

" Referéncia para frangos de corte (NRC 1994)
® Escore do AA = coluna Il / coluna Il
“PDCAAS = (coluna IV) x 0.701 (digestibilidade do HKR16); PDCAAS = 0,19 (menor escore corrigido)



Tabela 5: Calculo PDCAAS do hidrolisado FKR6

Hidrolisado Referéncia

AA essencial R Escore do AA® PDCAAS®
(mg/g) (mg/g)

Arg 67.4 54.3 1.24 1.09
His 6.5 15.2 0.43 0.38

lle 43.2 34.8 1.24 1.09
Leu 71.2 52.2 1.36 1.20
Lys 21.2 47.8 0.44 0.39
Met 6.9 21.7 0.32 0.28
Met + Cys 56.0 39.1 1.43 1.26
Phe + Tyr 63.9 58.3 1.10 0.97
Thr 42.2 34.8 1.21 1.07
Trp 6.7 8.7 0.77 0.68
Val 72.8 39.1 1.86 1.64

" Referéncia para frangos de corte (NRC 1994)
® Escore do AA = coluna Il / coluna lI
°PDCAAS = (coluna 1V) x 0.881 (digestibilidade do HFKR6); PDCAAS = 0,28 (menor escore corrigido)



Tabela 6: Calculo PDCAAS da farinha de pena

Hidrolisado Referéncia

AA essencial R Escore do AA® PDCAAS®
(mg/g) (mg/g)

Arg 65.1 54.3 1.20 0.81
His 5.8 15.2 0.38 0.25

lle 42.8 34.8 1.23 0.83
Leu 76.5 52.2 1.46 0.98
Lys 21.2 47.8 0.44 0.30
Met 4.7 21.7 0.22 0.15
Met + Cys 52.8 39.1 1.35 0.91
Phe + Tyr 76.0 58.3 1.30 0.87
Thr 33.1 34.8 0.95 0.64
Trp 57 8.7 0.65 0.44
Val 75.6 39.1 1.93 1.30

" Referéncia para frangos de corte (NRC 1994)

® Escore do AA = coluna Il / coluna lI

°PDCAAS = (coluna 1V) x 0,673 (digestibilidade da farinha de pena); PDCAAS = 0,15 (menor escore
corrigido)



IV.7. COEFICIENTE DE EFICIENCIA PROTEICA (PER)

Os valores de PER das amostras analisadas foram calculados a partir da composi¢ao dos
aminoacidos encontrados nos aminogramas, baseado em trés equagdes desenvolvidas por Alsmeyer,
Cunningham, e Happich (1974).

Observa-se no Hidrolisado da KR6 o maior PER para as equacgdes 1, 2 e 3.

Para as equacgdes 1 e 2, observa-se o menor PER no FKRG6, e para a equacao 3 o

menor PER esta para a farinha de pena (Tabela 7).

Tabela 7: Valor do Coeficiente de Eficiéncia Proteica (PER)

PER (1) PER (2) PER (3)
Hidrolisado KR6 4,31 4,22 4,71
Hidrolisado KR16 3,61 3,52 3,97

Filtrado KR6 3,02 2,96 3,79
Farinha de Pena 3,23 3,14 3,58

Caseina 417 4,10 4,22

Os valores preditos de PER, pelas trés equacbes, sdo comparaveis aos
valores descritos para proteinas de origem vegetal (Chavan et al. 2001; Bhagya &
Sastry 2003), proteina de peixe (Abdul-Hamid et al. 2002) e caseina (Satterlee et al.
1979). Os valores elevados de PER observados podem estar relacionados com o
elevado conteudo de leucina dos hidrolisados, ja que a concentracdo deste
aminoacido € relevante no calculo de PER pelas equagdes descritas. Entretanto,
estes valores ndo devem ser observados in vivo, considerando a digestibilidade

relativamente baixa dos hidrolisados.

IV.8. VALOR BIOLOGICO (BV)



O valor biologico (BV) de uma proteina esta relacionado com a fragdo de
nitrogénio absorvido que é conservado pelo organismo. Com isto, se representa a
capacidade maxima de utilizacdo de uma proteina. Em outras palavras, uma

proteina tera maior valor biolégico e maior qualidade, quando tiver a capacidade de

oferecer nitrogénio ao organismo.

O BV foi calculado através de equacgao de regressao, levando em conta a
composicao de aminoacidos da amostra em relacdo a aminoacidos padrao.
Encontrou-se nos hidrolisados os seguintes valores: 63,80 — 59,65 — 47,13 — 45,84,
para a KR6, sobrenadante da KR6, KR16 e Farinha de pena, respectivamente.

Sendo desta forma encontrado para a KR6 o maior BV e para a Farinha de pena o

menor (Figura 6).
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Figura 6: Valor biologico predito dos hidrolisados de penas



O tratamento das penas, com o microrganismo KR6 resultou em hidrolisados
com valores superiores de PDCAAS, PER e BV, sugerindo que este organismo
produza hidrolisados com propriedades nutricionais superiores ao KR16 e farinha de

penas.

A proteina de penas de frango tem sido considerada como uma o6tima fonte
de proteina metabolizavel (Klemesrud et al., 1998) e queratina de penas
adequadamente tratada com organismos queratinoliticos podem ter boas
caracteristicas nutricionais. Embora, a suplementacdo com aminoacidos, seja
necessaria na maioria dos casos, o uso de penas ou farinha de penas tratadas com
queratinases pode suplementar até 10% da proteina da dieta de frangos (Williams et
al., 1991; Odetallah et al., 2003). Portanto, a producdo de proteina digerivel a partir
de um residuo de baixo valor nutritivo como as penas apresentam-se como uma

opgao para a obtengcao de um dos mais caros ingredientes de racdes.

IV.9. TRATAMENTO ESTATISTICO

Com o proposito de verificar a coeréncia entre os resultados encontrados
(analise qualitativa), aplicou-se um procedimento estatistico inerente ao

delineamento proposto.

IV.9.1.Correlagéo Linear Simples

Com o objetivo de verificar a variagao conjunta dos resultados encontrados,
aplicou-se o coeficiente de variagao de Pearson, através do SOFTWARE MINITAB -
V14 (2004). Estes resultados permitiram apurar uma correlagdo minima igual a 0,949
(entre KR6 e KR16) e a maxima 0,980 (entre FP e KR6F). As correlagbes calculadas
foram significativas, para um nivel de significancia de 0,05, isto &, todos os valores
de p sado 0,000. A relagédo ente as variaveis € direta (todas correlagbes positivas),
isto €, quando uma variavel varia em um sentido, a outra, predominantemente varia
no mesmo. Além disto, pelas tabelas de classificacdo dos valores das correlacdes

(Callegari-Jacques, 2003), todas as correlagdes encontradas sdo muito fortes e



consequentemente possuem alto poder de explicacdo através do coeficiente de
determinacgao, isto é = 0,9492 = 0,900601 que significa que 90,0601% das
variagbes de KR6 s&o explicados pelas concomitantes variagdes de KR16. Logo as

demais correlacdes tém explicacio superior a este valor.



V. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho permitem as seguintes conclusoes:

Os microrganismos estudados apresentam capacidade de degradagédo de penas, sendo a

KR6, em até 5% de penas, enquanto a KR16 somente em até 1%;

Os hidrolisados protéicos obtidos com os organismos KR6 e KR16 apresentam baixa
concentracdo dos aminoacidos metionina, histidina e lisina, sendo a metionina o principal

aminoacido deficiente pelo calculo do PDCAAS;

O microrganismo KR6 resultou em hidrolisados com valores superiores de PDCAAs, PER e
BV, indicando que esta bactéria produz hidrolisados com propriedades nutricionais superiores

a KR16 e a farinha de penas;

Além disso, esses resultados sugerem, que a produgao da proteina digerivel, a partir de um
residuo de baixo valor nutritivo, como as penas, apresenta-se como uma opg¢ao para
obtencdo de um dos mais caros ingredientes de ragoes;
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ANEXOS

Anexo 1

Caldo Pena (CP)
Ingredientes g/L
NaCl 0,5
K,HPO, 0,3
KH,PO4 0,4
Penas de Frango 10,0
Agua destilada 1000 mL

OBS: Ajustar pH para 6,0

Autoclavar por 15 minutos a 121°C



Anexo 2

Agar Leite (AL)

Ingredientes g/L
Peptona de Carne 50
Extrato de Levedura 3,0
Agar 12,0
Agua destilada 1000 mL

OBS: Ajustar pH para 6,0
Autoclavar por 15 minutos a 121°C

No momento de distribuir o meio, adicionar 100 mL/L de leite UHT



Anexo 3

Tampao Fosfato Salino (PBS)

Ingredientes g/L
NaCl 8,766
NaH,PO, . H,O 0,207
NayyPO, . 12 H,0 3,046
Agua destilada 1000 mL

OBS: Ajustar pH para 6,0

Autoclavar por 15 minutos a 121°C



