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RESUMO

USO DE PAPAINA E BROMELINA PARA OBTENQAO DE
HIDROLISADOS PROTEICOS DE FIGADO SUINO

Neste estudo as atividades enzimaticas das peggidesteinicas,
papaina e bromelina da ProZiforam comparadas com a peptidase
papaina analitica e subtilisina alcalase, essaaangpite empregada na
industria petfood e formulas infantis. No ensaio com caseina 1% em
tampéo fosfato 0,1 M pH 7, a alcalase mostrou refatividade com
valor 100 vezes maior que as enzimas da PtoAis modificacdes na
estrutura dos substratos derivadogaidtroanilida, revelaram distincdo
entre as peptidases industriais, em presenca dectiFf-Ala-Ala-Pro-
Phe p-nitroanilida a papaina apresentou maior acao, amdm em N-
Succinil-Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilida a bromelina mostrou maior
atividade proteolitica, identificando a hidrofobiade na regido de
substituicAo P1 como regulador de acéo entre agidpsps. O
planejamento experimental se deu com hidréliseffgdeo suino, como
fonte proteica, empregando as enzimas papaina enelima,
separadamente, contemplando trés varidveis emnfr&ss: relacédo
enzima/substrato (1, 2 e 4 %), temperatura (4@ 80 °C) e tempo (60,
120 e 240 minutos). Apés consideracfes dos melhmessltados
somadas as condi¢cdes possiveis de reprodutibilidadestrial, a
hidrélise escolhida estabeleceu como temperaturaC6@om relacao
enzima/substrato de 2% por 4 horas, seguidas diizéigdo. Os
hidrolisados advindos das reagces com papainaneebna resultaram
liofilizados com valores menores de 10% em umidade uma baixa
reducao no teor de proteinas (~2%). A amostra ept@s um excelente
perfil microbiolégico e no teste de inser¢cdo deciid conhecido, a
etapa de paralizacao da reagdo enzimatica por ¢&00r °C / 15min)
mostrou eficiéncia na reducdo da carga microbiat@mpgrocesso.

Palavras-chave Hidrélise parcial. Peptidases cisteinicas. Figadimo.






ABSTRACT

USE OF PAPAIN AND BROMELAIN TO OBTAIN
HYDROLYZED PROTEINS FROM PIG LIVER

In this study the enzymatic activity of cysteineppease, papain and
bromelain Prozifi were compared with peptidase analytical papain and
subtilisin alcalase, being the last one widely used the petfood
industry and infant formulas. On the test with 1%sain phosphate
buffer 0,1 M pH 7, the alcalase showed more effectess with value a
hundred times greater than the enzymes of Pfodihe changes in the
structure of the derivative ofp-nitroanilide substrates revealed
distinction between the industrial peptidases. Ha presence of N-
succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilide papain showed the highest
activity, and when N-succinyl-Ala Ala-Pro-Leunitroanilide bromelain
showed higher proteolytic activity, identifying thgdrophobicity in P1
replacement region as action regulator between idqasats. The
experimental design was made with pig liver hydsidy as a protein
source, using the enzymes papain and bromelaiaratety, covering
three variables at three levels: relationship ereymsubstrate (1, 2 and
4%), temperature (40, 60 and 80 °C) and time (&), lJand 240
minutos). After considering not only the best flalssresults but also
industrial reproducibility, the choosen hydrolyststablished the
temperature at 60 ° C with relationship enzyme bstate 2% for 4
hours, followed by lyophilization. The hydrolysatebtained from
reactions with papain and bromelain resulted lylggd under 10% in
humidity values, with a low reduction in the proteontent (~ 2%).The
sample showed an excellent microbiological proéited at the known
inoculum insertion test. The paralysis stage ofpstbe enzymatic
reaction by heat (100 °C / 15 min) showed effecidss in reducing
microbial load by the process.

Keywords: Partial hydrolysis. Cysteine peptidases. Porlues






LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Estrutura do Ferro-Heme, um ferro quelado enadotem
muitas proteinas como hemoglobina, mioglobinacoitmos e

PEIOXIAASES. .. .eeeeiteieeeeeeeeee e e s oo et e et eeaeaeeaeeaaaaeeeeeeaan 26
Figura 02. Fluxograma experimental da obtengdo e caractenzaga
hidrolisado protéico de figado SUINO........coummeeeeiriieieen e 46

Figura 03. Sistema com erlenmeyers em placa aquecedora Gtanaay
magnética para obtencéo de hidrolisados prote&c68;C, 80°C e 40°C

(sentido esquerda para direita)............cccmmmmerverrrimemeiieienieeeeeeeeeaeeeeens 47
Figura 04. Sistema Frasco tipo “shott” de 1 L ethaker termostatizado
A B0°C, @ 200 IPIM..iiiiiiiiiiiiiis e cmr s e e e e e e e e e ereaabr e e e e eees 48

Figura 05. Liofilizador de bancada JJ Cientifica, modelo 121JQ.....49
Figura 06. Gréafico Abs 750 nm X Tempo (min) das enzimaslat=
AF 2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina enblima Prozin,
com substrato caseina 1% em tampéo fosfato 0,1 M,pH............... 54
Figura 07. Gréafico Abs 410 nm x Tempo (min) das enzimaslatea

AF 2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina enptima Prozin,
com substratd\N-Benzoil-DL-Argininap-nitroanilida.................ccc...... 57
Figura 08. Gréfico Abs 410 nm x Tempo (min) das enzimaslatea
AF 2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina enblima Prozin,
com substratd\N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilida................... 58
Figura 09. Gréfico Abs 410 nm x tempo (min) das enzimaslaseaAF
2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina e bliomé&rozin, com

substratoN-Succinil-Ala-Ala-Pro-Letp-nitroanilida.................cccc..e.. 60
Figura 10. Diagrama de Pareto, analise das variaveis doensai
papaina Prozin®..............coooiiiiiiiiceeeeemvessvnerr e re e e e e e e e e e e e e e s 66

Figura 11. Diagrama de Pareto, analise das variaveis doensai
Bromelina Prozin®..............ueiieiiiiiieimmn e 70






LISTA DE QUADROS

Quadro 01 Composi¢éo quimica do figado suino por 100 g de

BUIMOSIA. ... e e 27
Quadro 02.Variaveis reais e codificadas do planejamento
experimental para hidrélise enzimatica de figadoau.................. 46

Quadro 03. Equacdes de reta? RIAP por quantidade de enzima no
ensaio e UAP por mL ou grama de enzima, ensaiocas@ina 1%
COMO SUDSEIIALO. ... .uviiiiiiii ittt et e e 54
Quadro 04.Equacdes de reta’? Rnmoles/min por quantidade de
enzima no ensaio e mmoles/min por grama de eneingajo com N-
Benzoil-DL-Argininap-nitroanilida como substrato.................... 57
Quadro 05. Equacdes de reta? Rnmoles/min por quantidade de
enzima no ensaio e mmoles/min por mL ou grama dienan ensaio
com N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phg-nitroanilida................................ 59
Quadro 06. Equacdes de reta? Rnmoles/min por quantidade de
enzima no ensaio e mmoles/min por mL ou grama denan ensaio
com N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Leg-nitroanilida................ccccvvvvveeeee. 60
Quadro 07.Composigdo quimica da amostra de figado suino
CONGEIATA. ... ..uiiiiiiiiiiiiie e 61.
Quadro 08.Resultados da microbiologia das amostras de figado
suino conservadas @ - 8 £ 1°C......cooiuuiemeceen e 62
Quadro 09. Valores de grau de hidrélise (GH) utilizando figauino
como substrato nos ensaios de hidrélise com a enzapaina

oY RO 63
Quadro 10. Teste de Significancia ANOVA, com as relagfesdies

e quadraticas de todas as variaveis para enzinadraaprozifi....... 65
Quadro 11.Teste de Significancia ANOVA, somente com as
variaveis significativas para enzima papaina Pfozin................... 67
Quadro 12. Valores de grau de hidrélise (GH) utilizandaafig

suino como substrato nos ensaios de hidrolise cemziena

Bromelina Prozifi..............cccovoveeveieeeeeeeeeeeee e 68
Quadro 13.Teste de Significancia ANOVA para enzima bromelina
oY RO 69
Quadro 14. Teste de SignificAncia ANOVA, somente com as
variaveis significativas para enzima bromelina ffoz.................. 71

Quadro 15. Valores de proteinas, lipideos, umidade e vaatei
residuo mineral fixo das amostras hidrolisadasféizadas de figado
ES U] 1 o PSS 72
Quadro 16. Valores da concentracdo de hematina (ug/mL) gadéi
suino, hidrolisados e liofilizados de cada enzima.............c.ccuu..... 73



Quadro 17.Valores de ferro-total e frro-heme das amostras.....74
Quadro 18.Valores de Unidade Formadoras de Coldnia por 1d® g
amostra, no ensaio de seguranca microbiologicaat®epso com
insercao de indculo conhecido..........cccvveeviiciiiiie e 75



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AOAC - Assaciation of Official Analytical Chemist

ATP — Adenosina Tri-fosfato

Aw — Atividade de agua

DH — Degree of Hydrolysis

EC — Enzyme Commission

ECA — Enzima Conversora de Angiotensina

DMSO - Dimetilsulfoxido

DPPH- 2,2 Diphenyl — 1 Picrylhydrazyl

FRAP- Ferric Reducing Antioxidant Power

GH — Grau de Hidrdlise

IAE — indice de Atividade Emulsificante

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatést

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abasteento
OTA - Ocratoxina

PCA — Plat Cout Agar

QP - Quimopapaina

RDC — Resolucgéo da Diretoria Colegiada

ROS - Reactive Oxygen Species (Espécies Reativasigénio)
TPA — Texture Profile Analysis ( Andlise de Pedid Textura)
UFC — Unidade Formadora de Coldnia

Z-R-pNA — N-Benzoil-DL-Argininap-nitroanilida
Z-SAAPFpNA - N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilida
Z-SAAPL-pNA - N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Le-nitroanilida






SUMARIO

INTRODUGAO.........cooiiitieeeieeeeteeeee et oemeae e ees et esann e 21
1.1 OBJIETIVOS. ..ottt ettt neneenee s 22
1.1.1 ODbJEetivo geral.....ccccciiiiiiiiie e ceeeee sttt 22
1.1.2 Objetivos €SPECITICOS.......uiveieeers e reeeeeetie e e e steae e nae e enseeeeeeneees 22

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ooeoiieeeee et 23
2.1 MERCADOQO DE CARNE SUINA.......coiiiiiiitit e 23
2.2 FIGADO......ocuiiiieietcteet ettt ettt 24
2.2.1 Funcdes fisiol0gicas NEPALICAS. ........emmervriieerieeiiisiiiieeeee e 4.2
2.2.2 Conteldo NULACIONAL......c...vieiiiiitim ettt e 26
AR N @) ([0 F= Tox- Lo T OO PR 27
2.2.4 Seguranca alimentar..............ceieeiscmemrveeeeieeesiiieeee e e e e esrrrreeeeeeeane 28
2.3 PEPTIDASES CISTEINICAS.......oovivitett ettt 32
b2 T R - o - U1 3 - TSR 34
2.3.2 BrOMEIINAL ..ttt ettt ettt nee e e s 35
2.4 HIDROLISADOS PROTEICOS.........c.coouiuirt oo es e 35
2.4.1 Grau de hidroliSe..........ceiuiiiiiiiieeiie e 36
2.4.2 AlergeniCidade...........oocuuviiiiiies st 37
2.4.3 Propriedades funcionais dos hidrolisados pretcos............cccccceeeneen. 37
2.4.4 CaracterististiCas SENSOMAIS. ..........ceemureieeiiiiie it 38
2.4.5 AplicagBes dos hidrolisados proteicos parc&i.........cccceevevvveeervveeenne. 39
3 MATERIAIS E METODOS.......ccooiiiieieeete et ee e 43
BLL MATERIAL. ..ottt e e eeeenaaeeeas 43
0 I Y - 1 (= - B o 0 - VS SUS 43
.12 ENZIMES. ..ttt iiiiieaiiiie et eecm et e et e e s be e e e nnbee s ensaeaeanneaean

3.2 METODOS

3.2.1 Avaliac@o das enzimas COMEICIAIS........cceemeeeeriiiiiriiieeeieeniniriieeeesannnes 43
3.2.2 Determinag0es fisico-quimicas da matéria-prian...............ccoeeevvvvennn. 44
3.2.3 Delineamento experimental...............ooumeeeeeeeieiiiineeeeesiiiiiiieeeeaessanne 45

4 RESULTADOS E DISCUSSAO..........cooueiiiiiiiiimemieieieisieensessessssennans 53



4.1 AVALIAGAO DAS ENZIMAS COMERCIAIS.........ccoomreieeeeieieinnn. 53

4.1.1 Determinacao da atividade proteolitica pelasagao de Folin-

0111/ PR RPPPEPP 53
4.1.2 Determinacao da atividade proteolitica sobrderivados dep-
NItFOANITA. ....ee ettt 55
4.2 DETERMINACOES FiSICO-QUIMICAS E MICROBILOGICABA
MATERIA-PRIMA. .......ooitiiiieietetetees sttt senes 61
4.2.1 COMPOSIGAD QUIMICA. ..eevieeeiiiieiiiieeieeeeiteeereeeessintreeeeeeesstnnnreeaeeeenns 61
4.2.2 DeterminaGao de PH....eeiii oo 62
4.2.3 Analise mMiCrobiOlOgICa.........ccvuveeiiceeii s aae e 62
4.3 HIDROLISE ENZIMATICA. ..ottt eeemeeteeeee e 63
4.3.1 Analise do Delineamento Experimental......cccccccccoocvveeiciiveeiiiinee e, 63
4.4DETERMINACOES FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS
LIOFILIZADAS. ...ttt ettt ettt eee e 72
4.4.1 Composicao quimica das amostras liofilizadas.............ccccovvveeeiinnns 72
4.4.2 Determinacéo de ferro total e ferro-heme...........cccccooviiininne, 73
4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DO PROCESSO........cocmmeereenencennenns 74
5 CONCLUSAO. ..ottt isese sttt 77

6 CONSIDERAGOES FINAIS.......ooovitiiiieiieieteete et 79

7 REFERENCIAS. ..ottt 81



21

INTRODUCAO

A industria de alimentos em resposta a um mercadwetitivo
composto por consumidores mais informados e conesseades
especificas vem elaborando novas tecnologias deegsos e insumos
que resultam em uma maior quantidade de produtos qualidade
nutricional e funcional.

Neste contexto, os hidrolisados proteicos saozatibts como
ingredientes em varios alimentos, com o objetivocdaferir sabor
caracteristico, alterar textura, emulsificar, pmdespuma ou aumentar
o valor nutricional (KOBLITZ, 2008). A sua presenem aplicacdes
clinicas, tais como produtos geriatricos, suplemgnénergéticos,
bebidas para esportistas, dietas entéricas ou quani@ole de peso e
terapéuticas destinados a criangas alérgicas @ipaado leite de vaca e
extrato de soja. (FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010)
Ocorrendo, a partir dos anos 70, a producdo e oimieacdo de
produtos contendo hidrolisados pancreéticos deiraseovoalbumina
(SGANBIERI, 1996).

Atualmente, as industrias farmacéuticas e alimeastimostram
interesse em peptideos bioativos originados arpeticaseina, gluten,
soja, ovoalbumina (KOBLITZ,2008); E sendo alvo desquisa as
proteinas de frango (CUI et al., 2008; SCHMIDT, 0R0SSI, 2007),
pescado (SLIZYTE; RUSTAD; STORRO, 2005; HIMONIDES;
TAYLOR; MORRIS, 2011), e suino (CHANG; WU; CHIAN@Q07;
SAIGA; TANABE; NISHIMURA, 2003).

A clivagem das ligacdes peptidicas podem ser emdiz por
hidrélises quimicas (acida ou alcalina) ou enzicaéti As condicbes
acidas convencionais de hidrélise para a deter@made aminoacidos,
utilizam HCI 6 M a 110°C durante mais de 24 hormasidando o
triptofano. A hidrdlise alcalina pode reduzir quiainente o teor de
cistina, arginina, treonina, serina, isoleucinaguelisina e formar
residuos de aminoacidos ndo usuais, tais comoodisinina ou
lantionina (TAVANO, 2013). A hidrélise enzimaticaor sua vez, é
mais simples, eficiente e envolvem condi¢bes aaalisuaves, desta
forma evitam reac6es secundarias e ndo diminueatoo nutricional da
fonte de proteinas. Além disso, as enzimas apreseaspecificidade
para o substrato, que permite o desenvolvimentohideolisados
proteicos com melhor definicdo quimica e caradieass nutricionais
(TAVANO, 2013; FONKWE; SINGH, 1996).

Segundo Koblitz (2008), as caracteristicas do pmdfinal sdo
determinadas pelas condicbes de hidrélise, pelecégidade da
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enzima utilizada e pela fonte de proteina. Porémnsto de fabricacao
destes hidrolisados ainda € alto e a maior panperitada, tornando-os
matéria-prima de valor elevado para grande parte irghistria

alimenticia. Por isso, o desenvolvimento de hidemlds a partir de
fontes proteicas de baixo valor agregado é umanattea para

minimizar os custos de producgdo e aumentar o ¥ahmional deste tipo
de produto. Assim, a utilizagdo de visceras comtitiaaprima para
produtos de alimentacdo humana agrega a filosafiapdoveitamento
integral de tecnologias limpas no processamentalileentos para
oferecer fontes importantes de nutrientes.

Nessa categoria de subprodutos carneos, obserwvgstencial
nutritivo do figado, como fonte de vitamina;,Be A, limitado a
processamentos térmicos regulados para ndo comi@osiga acao
fisiologica (NOLLET; TOLDRA, 2011).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho possui como objetivo principedliar a
viabilidade de produc¢éo de hidrolisados parciaigicos provindos de
figado suino utilizando no processo as enzimasipapa bromelina,
garantindo a qualidade através de avaliacdo dascengposicoes.

1.1.2 Objetivos Especificos

v' Andlise comparativa entre as atividades enzimatidas
peptidases cisteinicas e a subtilisina, tendo ceutstrato a
caseina e os derivadosgaitroanilida;

v' Otimizar a reacdo de hidrélise, em questdo de tempo
concentracdo de enzima e condicdes reacionais;

v' Analisar as composi¢ces quimicas entre amostraalirgc os
produtos de hidrdlise liofilizados;

v Avaliar parametros de seguranca microbiana nas teasos
durante o processo de hidrélise.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MERCADO DE CARNE SUINA

O Brasil estad em quarto lugar mundial em producérpertacio
de carne suina, isso se deve aos estudos e ineegisnde grandes
empresas localizadas principalmente na regido esylads. Elementos
como sanidade, nutricdo, bom manejo de granja,ugémd integrada,
aprimoramento gerencial dos produtores somadolaigdn genética
da espécie desenvolvida por especialistas duraats €lltimos 20 anos
conduziram a um aumento de 4% ao ano na producamaearne com
teores reduzidos de gordura (31%), do colestef@lofle de calorias
(14%) (BRASIL, 2014).

Ainda de acordo com o Ministério da Agricultura,cl&ria e
Abastecimento, o Brasil representa 10% do volunpoeado de carne
suina no mundo, chegando a lucrar mais de US$hBEdipor ano.
Estimando que a producao de carne suina atinjaanadédial de 2,84%,
no periodo de 2008/2009 a 2018/2019, e o0 seu canslyT®%, e em
relacdo as exportacdes, a representatividade docadwibrasileiro de
carne suina aumentara de 10,1%, em 2008, para @2120¥3/2019.

Observando esse mercado e em conformidade coméTeldal.
(2012) percebe-se que a parte muscular € a porgdanidnal mais
comumente consumida, e a utilizacdo dos subprodigizs como
entranhas e érgdos internos possui forte ligac&o @ais e cultura
estudada, podendo ser considerados iguarias depa#Qos ou material
residual a ser eliminado.

Em algumas partes da Europa, escroto, cérebra, (impestino
grosso do porco ou estbmago), pés, coracdo, cabesa,figado,
pulméo, lingua, focinho de véarios mamiferos sdasiteomuns de
menus. Na China, diversos 6rgaos e outras partasideis sdo usadas
como alimento e medicina tradicional, sendo a caum®a a mais
consumida; Nas Filipinas, a populacdo utiliza peatiente todas as
partes do suino, incluindo focinho, intestinos,llae e entranhas.
Dinuguan é um tipo especifico de ensopado com sangando
intestinos de porco, carne de porco e as vezeklasrel bochechas. A
rega é um prato picante com pulmdes de porco €&@ordsaw é outro
prato na India, sendo um kebab feito com partemtdstino grosso de
uma carne de porco assada (NOLLET; TOLDRA, 2011).

Segundo os mesmos autores o rendimento dos sulbpsodu
comestiveis depende da espécie, sexo, idade elpesumal, sendo de
10 a 30% em bovinos, suinos e ovinos, e de 5 eef%angos. Assim,
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desenvolver técnicas para garantia da qualidadedezmuacao de
produtos para ampliar mercado é uma das metas ce&ssepara
estabilizacdo e crescimento de empresas alimesticia

2.2 FIGADO

Glandula mista, variando um pouco em nimero deslabma
localizacdo intra-abdominal exata de uma espécie @atra. Entretanto
sempre esta situado imediatamente caudal ao diedragtendendo ao
lado direito (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005; D'ACRE;
FLECHTMANN, 1980). O figado suino corresponde entliméle 1,1 a
2,4% do massa total do animal (NOLLET; TOLDRA, 2p11

O figado recebe dois suprimentos sanguineos, @wmadio de
sangue nutricional, rico em oxigénio e nutrientgge provem da artéria
hepatica (ramificacdo da artéria celiaca), e coodér sangue funcional,
enviado pelo estbmago, baco, pancreas e intesfiroentra através da
veia porta para entdo realizar fungdes metabdleasiunoldgicas,
retornando destoxificado ao organismo pelas vegggaticas curtas
(FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005). Desta maneira, efeérgéo-
chave, e seu bom estado é fundamental para um m&ktema de
vigilancia e homeostase garantida.

No setor de alimentos, o figado é um subprodutoestinel
pouco manuseado comparado aos outros. Sendo pimeipte feito em
fatias finas e cozidas ou fritas. Também pode &&dp e incorporado
em muitas preparacdes, por exempbpaunschweiger (salsicha de
figado de porco aleméajoie gras (paté de figado de ganso francés),
liverwurst (salsicha de figado de porco alema). No Reino d&Jnid
encontra-se o faggot das terras médias, sdo feipestir de miidos de
porco picados (principalmente figado e bochech®), ervas, cebola e
envoltos em tripa de porco. Um prato similar éradaldega, tradicional
em Portugal (NOLLET; TOLDRA, 2011).

2.2.1 Funcdes fisioldgicas hepaticas

No processo enddcrino metabdlico, o figado tem sagEes
anabdlicas e catabdlicas reguladas por hormdéngsjuais oscilam de
acordo com o nivel sanguineo de glicose. No esthdortivo, onde esse
nivel est4 elevado, a secrecdo de insulina pelergds estimula o
acumulo de glicose pelos hepatocitos na formaideggnio e a sintese
proteica com o0s aminoacidos da ingesta, sendo 0 exeesso
transformado em triglicerideos, como resultado esachinacao na via
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metabdlica que pode ser armazenado ou secretatoneate sanguinea
como lipoproteina. Essa desaminacdo dos aminoataddsm é parte
de uma via metabdlica estimulada pelo glucagonquel as células
hepaticas utilizam esses aminoacidos para prodgizose, a
gliconeogénese, que também tem como substrato ms lartato
produzidos nos mdusculos esqueléticos quando em rodoese
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006) e o glicerol, queugn produto
do metabolismo do tecido adiposo (MURRAY et al.949 Na etapa
poOs-absortiva, h4 uma hipoglicemia, o que redulzesdcao de insulina
e aumenta a concentracdo de glucagon, este poveguastimula a
degradacdo do glicogénio (glicogendlise) no figadstabelecendo a
glicemia. Para a conservacao de reserva de gliod$gado metaboliza
0s acidos graxos circulantes para a formacdo dposocetbnicos
(acetona, acetoacetato [Rhidroxiburato), situacdo recorrente em
pacientes diabéticos e em gado bovino leiteiro (@&EE 2008;
FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005).

A bile, solugdo salina verde-amarelada produziddospe
hepatdcitos, consiste em sais biliares (sintetgadpartir do colesterol),
colesterol, fosfolipideos (lecitina) e pigmentodiabés (bilirrubina).
Desta maneira a formagédo e secrecdo da bile, astreuitas funcdes
desempenhadas pelo figado, sdo essenciais ao ssislayastorio.
Esclarecendo o processo, caso o0 quimo duodena foss solucéo
aquosa, os lipideos tenderiam a acumular e formaardgs goticulas,
apresentando pequena area de superficie para agsiolighses
pancreéticas. Os 4cidos biliares agem como enualsifés, reduzindo o
tamanho de particula, facilitando a acdo enziméati€aimportante
ressaltar, que esses sais permanecem misturadgsilacaté a parte
terminal do intestino delgado, onde os enterdditabsorvem e sao
transportados novamente ao figado pela veia pegatica, podendo ser
reutilizados, a esse processo se denomina ciraulagferohepatica
(REECE, 2008; FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005).

O figado possui papel importante no ciclo do celedt também
sendo capaz de sintetizar ou eliminar quando erassrcna dieta pela
bile. O colesterol é insoluvel em agua, os saisrbd e a lecitina o
alteram para uma forma sollvel de modo a existibita Quando
ocorre sua precipitacdo na vesicula biliar ou nagas biliares, evolui
para o quadro de calculos biliares (REECE, 2008ANARSON;
WILKE; FAILS, 2005).
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2.2.2 Contelido nutricional

A maior parte dos subprodutos diferem no metabolidmpos-
morte de tecido muscular, tanto que o procedgor mortis téo
caracteristico por modificar estrutura proteica p@ssui importancia no
figado apoés abate, permanecendo inalterado (HONJIRBEL1).

De um modo geral, os subprodutos comestiveis dmadmi
possuem um bom valor nutricional, devido a um alevaéeor de
proteinas e baixo teor de gorduras, bem como um dmmteido de
vitaminas e minerais. Particularmente o figado éda® componentes
mais nutritivos e constitui uma fonte rica de vitan B, e A
(NOLLET; TOLDRA, 2011). Além dessas, de acordo cAmderson
(1988) contém grande quantidade de cobre e manganésentes
essenciais para manutengdo dos sistemas imunolégiesvoso, com
especial atencdo em criangas, gestantes e idosos.

As principais fonte de ferro séo as carnes verrsedtas visceras,
em especial o figado (MARTINEZ et al., 1999). Eqse elucidar que
entre as formas de ferro encontradas nos alimestés o ferro-heme e
o ferro-ndo-heme, sendo o primeiro mais biodispeEinév presente na
carne, podendo ser assimilado na proporcéo de 268tal de ferro do
alimento (COTRAN; KUMAN; ROBBINS, 1996). No entanto ferro-
ndo-heme é considerado o maior oxidante de sistardaseos e
proporciona formas quimicas de ferro de grande iitapoia. Assim, a
quebra da molécula heme, demonstrada na figura @lrante o
processo de cozimento ou estocagem aumenta a t@yéenda forma
ndo-heme em carnes, reduzindo o valor nutricidBETEVEZ; CAVA,
2004). Neste estudo, foi contemplado a analiseldas formas.

Figura 01. Estrutura do Ferro-Heme, um ferro quelado enadotem
muitas proteinas como hemoglobina, mioglobina, coitmos e
peroxidases.

HCOC
Fonte: Fennema, 2010.

CO0H
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Por outro lado, o teor de colesterol no figado énmdo que na
carne. (HONIKEL,2011). Os processos de cozimentoesiam mais
ainda esses niveis, devido aos efeitos de concgénta subsequente
perda de umidade. Apesar de ser limitado os estahosintroducao de
agentes redutores de colesterol como suplemerdbmantagcdo animal,
foram observadas reducdes de até 28% dos niveslesterol, quando
alho e cobre foram somados a ingesta de frangoAE@RENOLO,
2011).

Apesar dos estudos de avaliagdo de composicdo steate
fornecerem resultados dispares, Honikel (2011)sexguiu compilar os
dados através da apresentacdo de intervalo ou lde $raédio”,
visualizados no Quadro 01.

Quadro 01.Composigéo quimica do figado suino por 100 g destren

Componente | Quantidade| Componente Quantidade
Proteina (yy | 18,9-21,6 Tiamina (mg) 0,28-0,31
Gordura (g) | 2,4-6,8 Riboflavina (mg) 3,00

Ca (mg) 6-10 Niacina (mg) 14,8-16,4

P (mg) 356-370 Vit. B6 (mg) 0,68-0,69
Fe (mg) 19,2-21,0 Pantotenato (mg) 0,9

Na (mQg) 73-87 Biotina (Q) 27,0

K (mg) 271-320 Folacina (uQg) 110-212
Mg (mg) 18 Vit B12 (1g) 25,0-26,0
Zn (mg) 5,76 Vit A (IU) Tracos-10900
Cu (mg) 0,68 Acido ascorbico (mg) 13,0-25,3
Mn (mg) 0,34 Colesterol (mg) 301

Fonte: HONIKEL, 2011; NOLLET; TOLDRA, 2011.
As variagbes encontradas nos macro e micronutseston

explicadas pelo fato dos dados compiladoshandbooks provirem de
diversas pesquisas, sem padronizacdo de idade, sega, racao
oferecida e método de analise (HONIKEL, 2011).

2.2.3 Oxidacéao

A degradacdo oxidativa de biomoléculas envolve rdoe
mecanismos moleculares que conduzem a geracapdéaeseativas de
oxigénio, propagando a cadeia de radicais livrase gm reacdes
subsequentes levam a degradacdo das espéciesgeddivoxigénio



28

(ROS), formados nas fases iniciais, obtendo umadgraariedade de
produtos finais de oxidacdo (ESTEVEZ et al., 20CCLEMENTS;
DECKER,.2010).

As reacOes oxidativas ocorrem no tecido animal viemo
resultado do equilibrio entre a producéo de espéertivas de oxigénio
e mecanismos antioxidantes enddgenos, sendo atadeapos o abate
devido ao colapso parcial do mecanismo de defesaxposicdo dos
tecidos ao oxigénio e outros fatores pré-oxidafEESTEVEZ et al.,
2011; ORDONEZ et al., 2005a).

Outra molécula, além dos lipideos, estd relacionada
deterioracdo por oxidagdo: as proteinas. Os meuanisle reacdo séo
complexos, e o conhecimento sobre os varios predidsivados das
proteinas oxidadas faz-se relevante, ja que osr@tinos sao fontes
proteicas significativas com interessantes propded tecnoldgicas
(ESTEVEZ et al., 2011).

A rancificacdo auto-oxidativa € uma das principaiacdes de
deterioracdo dos alimentos, ja que implica no ajpaento de sabores e
odores anémalos, conhecidos como “ranco”. Tamb@wvopa reducao
do valor nutritivo e do tempo de conservacdo deaasawlimentos, esses
efeitos podem ser minimizados com refrigeracdon@icmnamento e
armazenamento corretos (ORDONEZ et al., 2005a).

O tecido hepético é altamente suscetivel devideeanelevado
teor de &cidos graxos insaturados e alta quantidkdemetais de
transicdo e outros promotores de oxidacdo. Somadsses fatores, as
peracdes de tratamento aumentam a oxidacao phitafagireacao entre
oxigénio e lipideos insaturados (mistura, reducé@ctainanho) e por
acelerar devido a altas temperaturas: por meio deimento,
pasteurizacao e esterilizacdo (ESTEVEZ et al., 2011

2.2.4 Seguranca alimentar

Apés abate, evisceragdo, limpeza e divisdo da gargarios
processos complexos relacionados com a mudangal idec musculo a
carne iniciam e junto com eles as enzimas enddgpeasanecem
ativas, agindo sobre os tecidos promovendo a demsigfm quimica
através da lipolise e da protedlise. Mas outro miso#o de deterioracédo
deve-se a contaminag¢do microbioldgica, a qual dEpenincipalmente
as microfloras dominantes e producdo de metabdtitosparte dessas
(GUERRERO-LEGARRETA, 2011; FORSYTHE, 2002).
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A deterioragdo microbiana depende de véarios parémet
intrinsecos e extrinsecos. Entre o0s fatores interestdo carga
microbiana inicial e disponibilidade do substralexnbrando que o
figado é um alimento altamente nutritivo, com edvaivel de proteina
(18,9-21,6%), gordura (2,4-6,8%, desses 60 a 62¥dosicgraxos
insaturados e 15% de saturados), vitaminagsd€Bcido félico), minerais
e que a glicose é a principal fonte que determirtppm e a taxa de
crescimento, torna-se meio apropriado para uma gadea
microrganismos. Grande parte dos deteriorantes iginéra dos
intestinos, pele e ganglios, e por problemas nous&o como contato
com as roupas dos trabalhadores, pisos, paredesrienentos ocorrem
as chamadas contaminacfes cruzadas. As toxinadagémavivo que
provocam o mau funcionamento dos 6érgéos e o acunagovisceras
tornam a deterioracdo destes 6rgaos internos dgaigar que a ocorrida
em musculos estriados, devido a disponibilidade adenpostos
facilmente metabolizados pela microbiota nativa ERRERO-
LEGARRETA, 2011; JAY, 2005).

Esses mesmos autores relatam que os fatores extmolvidos
na deterioragdo dos subprodutos sdo os mesmosfepaenaqualquer
alimento rico em proteinas: (1) a disponibilidade akigénio, que
independente se ausente ou presente, ora privilagiabactérias
anaerdbias, outra as aerGbias respectivamenteglteess também a
existéncia das aerdbias facultativas; (2) atividd@légua (g é fator de
controle ja que a maioria das bactérias necessitarth g igual a 0,90,
com excecdo as haldfilas (denitrificantes, redstode sulfato,
metanogénicas) que por crescer em ambientes camamtentracdo de
sal, sdo encontradas em meio cqnigaial a 0,75, e bolores e leveduras
crescem na faixa de atividade de 4gua entre 00388a (3) temperatura
- lembrando que as bactérias sdo agrupadas conféaira de
temperatura de crescimento e quanto mais proximd°@emais lenta
sera a taxa de multiplicacdo e maior a vida deef@isd — uma vez que a
carne geralmente é mantida sob-refrigeracdo a idketefio ocorre
devido aos psicréfilos (0 a 28°C), mas como os muhpos séo
frequentemente expostos a manipulagdo descuidadiia fna
refrigeracdo, armazenamento e transporte, ocodetexioracdo pelos
mesofilos; (4) pH, os 6rgdos internos, diferentemedo musculo
esquelético, ndo sofrem uma grande queda no pHgepemplo no
figadoin vivo sdo encontrados valores de 6,99oatmortem de 6,3,
permitindo maior crescimento microbiano, assim reuio a vida Gtil; a
reducdo do pH é indicador de deterioracdo devidordaminagéo de
bactérias lacticas.
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Os principais microrganismos envolvidos na decomggosdos
subprodutos carneos saoPseudomonas  spp., Brochothrix
thermosphacta, Enterobacteriaceae e  bactérias  acido-lacticas
(GUERRERO-LEGARRETA; TAYLOR, 1994 ). Na dindmica do
crescimento microbiano, os primeiros utilizam obsttatos de baixa
massa molar tais como a glicose, glicose-6-fosfabmse, glicerol,
aminodcidos e lactato, compostos encontrados cumear no figado,
gue sob condi¢bes anaerdbicas tem potencial dadbsgfio baixo, mas
guando exposto ao oxigénio produz compostos altEmedoriferos
como acetoina, 4cidos acético, isobutirico, isoiaée seus aldeidos e
alcodis, responsaveis pelo forte odor (GILL, 19REER, 1989).
Pseudomonas e bactérias acido-lacticas sao as principais ides@tes,
modificando os aminoé&cidos, produzindo odor puirigkieres e acidos
(MASANA; RODRIGUEZ, 2006; GREER, 1989); sendo qus a
primeiras podem utilizar como fonte de carbono Elgtos finais do
metabolismo deB. thermosphacta como diacetil, acetdina, propileno,
butileno e glicdis (GILL, 1995; DAINTY; HIBBARD, 188).

A microbiota encontrada no figado, quando esto@mdSC, é
formada por cocos gram-positivos, cromégenos oy aéporulados,
coliformes presuntivos, e bastonetes gram-negativpsando a
contagem desses passar d&JRL/g ap6s 7-10 dias o alimento torna-se
sensorialmente inaceitavel (SHELEF, 1975). Ja emazagnagem a
10°C, ocorre a dominédncia na parte interna dos omjanismos
anaerobios e facultativosactobacillus, Enterobacter e Aeromonas, e
na superficie os estritamente aerdébidseudomonas e Acinetobacter.
Sendo o Enterobacter o anaerdbio facultativo predominante no
gotejamento (GILL; DELACY, 1982).

Em relacdo as micotoxinas, suinos tendem a acumciatoxina
A (OTA), por causa de uma meia vida sérica bastamga de 72-120
hs, e ter alta incidéncia na alimentagédo desseahn@ontaminagéo por
OTA é potencialmente elevada nos paises do noffeidga, devido ao
clima prover melhor ambiente para o0 crescimento fiogo
(GUERRERO-LEGARRETA, 2011).

Conforme SCUSSEL (1998), outras toxinas estéo icgladas a
racdo geralmente fornecidas ao rebanho, que s&doxaflas e
zearalenona. Da primeira, pode-se destacar o suBMfiptoxina B1, a
qgual possui em quadro agudo uma dose letal de B0&qorcos de 0,62
a 2,00 mg/Kg peso corporal, e em estado croniceiatando cancer
hepatico. Ja a zearalenona, é conhecida por seitgseéstrogénicos,
debilitando o processo reprodutivo da criacdo. (dtds dessas
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micotoxinas estdo delimitados na Resolugdo da ANVREDC 7,
18.02.2011, a qual ndo contempla produtos carneos.

O figado por ser 6rgao principal de biotransforroagé@ drogas,
sua andlise serve de monitorizagdo para uso ingleddoromotores de
crescimento, alguns deles s@o permitidos com farapéuticos ou
profildticos especificos prescritos por veterinAdrotmmo melhora a
eficiéncia da utilizagcdo da racdo, com aumento dposicdo de
proteinas e reducdo teor de gordura, elevando cemeral de carne
magra. Estes compostos sdo normalmente oferecimoe cocktails
pela alimentacdo ou agua de consumo (REIG; TOLDEAL). Entre
elas estéo:

« Hormbnios sexuais naturais e sintéticos: p-&gtradiol,
testosterona, zeranol, acetato de trembolone atacg¢ melengestrol,
gue através de sua acdo secundéaria ocorre um aumenmusculo
esquelético quando masculino, ou producdo de stropita se
feminino (LE BIZEC; PINEL; ANTIGNAC, 2009).

» Agentes anti-tireoidianos: diminuicdo da taxa ddaimelismo
basal, com retencdo de agua e aumento de peso RB8ANDER,
2005).

Ambas classes possuem propriedade teratogénica e/ou
cancerigena, e a segunda provoca hipotireoidismatosn estudos
relacionam essas a¢des com achados em humanos; (REI®RA,
2011).

B — agonistas - clenbuterol, salbutamol, mabuterotde
utilizados como agente terapéutico em doencasraédpas, além disso,
contribuem com o amaciamento da carne por reduzirotedlise e
tendem aumentar a sintese de proteinas e lip®@BRBOSA et al.,
2005).

« Sedativos — carazololo, clorpromazina, xilazinampeegadas
para reduzir o estresse do animal, também promavesrescimento
devido a redistribuicdo de gordura para o tecidsaular apds varias
semanas de sua aplicacdo (REIG; TOLDRA, 2011).

e Corticoides — dexametasona, betametasona, preaimisol
cortisona — agente anti-inflamatorio, mas que s@sadum horménio
ou p — agonista, exerce promocdo de crescimento (RE@ELDRA,
2010).

« Antibiéticos — macrolideos, aminoglicosideos, fitranos,
tetraciclinas, fluoroquinolonas} — lactamicos, sulfonamidas — em
principio usados para prevencao e tratamento,reomae problema de
salde publica, devido as dosagens subterapéutilicesdas para reduzir
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a competicdo bacteriana pelo alimento, provocoufane movimento
de resisténcia microbiana, tanto nos animais quamo humanos
(BERRADA; FONT, 2011).

» Ractopamina — é uma feniletilamiriaadrenérgica, utilizada
como suplemento alimentar o qual reparticiona @gsemies do deposito
de gordura para aumentar a sintese proteica emardeposicdo de
proteina muscular sem deteriorar a qualidade decarina (APPLE et
al. 2007)

Outros compostos que podem vir a ser alvo de enales
hepatdcitos, sdo os pesticidas (VAZQUEZ-ROIG; PIQ011) e os
metais pesados (FORTE; BOCCA, 2011) geralmenteinmos de
acidentes ecoldgicos, é de extrema importanciapsgquisa devido a
acdo sob as via metabdlicas e o tempo de permandaocbrganismo,
causando até a inviabilidade do animal inteiro

2.3 PEPTIDASES CISTEINICAS

As peptidases cisteinicas sdo um grupo diversornais de 130
enzimas conhecidas presentes em animais, plantaisrerganismos.
Apresentam massa de 24 a 35 kDa, tém atividadex@mpH 6,0 a 7,5
e podem suportar temperaturas de até 60 a 80°haetm pelas trés
pontes dissulfeto (PARKIN, 2010). Sdo ativadas nezgnca de agentes
redutores e inativadas por agentes oxidantes etésuims como
sulfidril, comop-cloromercuriobenzoato, PCMB (KOBLITZ, 2010).

Essas peptidases cisteinicas compreendem uma aaihdi
enzimas, consistindo de papaina e afins, tais @snurotease vegetais
quimopapaina (EC 3.4.22.6) e suas multiplas iscdsrne a caricaina
(EC 3.4.22.30) do latex dearica papaya; a actinidina (EC 3.4.22.14)
do kiwi e da groselha; a ficina (EC 3.4.22.3) dtexado figo; a
bromalaina (EC 3.4.22.4) do abacaxi; bem como aepsaas
lisossomais — B, H, L, S, C e K - de tecidos ansm&ium sistema unico
de cisteina-protease do musculo, a calpaina eisof@smas, formada
por duas subunidades ativadas por célcio e condgramportancia no
amaciamento pos-morte no musculo (GONZALEZ-RABADI®11;
PARKIN, 2010).

Nas plantas, as peptidases cisteinicas estdo @m®hem
processos anabolicos e catabdlicos presentes naagid, degradacao
e reconstrucdo de proteinas em resposta a divestiosulos externos e
papel de limpeza ao destruir proteinas anémalasmb@im
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desempenham funcdo no processo de aclimulo de na®teie
armazenamento pela semente e na mobilizacdo dEEEASZALEZ-
RABADE et a., 2011). Além disso, alguns estudos afestraram
relacdo dessas enzimas com o sistema de defesa poagas — insetos
e larvas — Van der Hoorn e Jones (2004) relaciomarguperexpressao
dessas peptidases cisteinicas com o desenvolvindenjglantas com
maior resisténcia a uma certa de praga de insiejoisipteros), sendo
pela percepcdo do invasor, ativagdo dos mecanisnaiabdlicos e
execucdo de uma resposta de defesa. Koono etOfl)(2lemonstrou
em sua pesquisa que a papaina, ficina e bromelimag constituintes
do latex das suas respectivas plantas de origetegm as arvores do
ataque de insetos herbivoros por exalar em suassfadubstancias
toxicas.

As peptidases cisteinicas possuem um grande pakenas
indUstrias alimenticia, biotecnologia e farmacé&utioor apresentar
atividade em uma vasta gama de temperatura e @iteoco em varios
tecidos das plantas, em alguns casos, em quantedadssiva, desta
forma oferece uma alternativa atraente para a>duacéo e purificacio
(GONZALEZ-RABADE, 2011).

Comumente comercializadas como amaciantes de cane,
papaina e outras peptidases cisteinicas (bromaleirficina) séo
aplicadas ao musculo ou as carnes que nao se taufaientemente
macias durante a maturacéo pos-morte. A eficiéestid no fato dessas
enzimas hidrolisarem colageno e elastina, protalodscido conjuntivo
responsaveis pela rigidez na carne. Apesar deawbtbons resultados
apresentam alguns inconvenientes, em relacdo @mivacdo utilizada,
pois ndo podem ser “superdosadas” e o padréo deanento ndo € o
mesmo que ocorre na carne maturada/amaciada deirananratural
(PARKIN, 2010).

Conforme esse mesmo autores essas enzimas podeplicadas
diretamente na carne, na forma pulverizada corawsaltro carreador,
ou na forma diluida, sendo injetada ou por imersdm alguns
abatedouros, ocorre a aplicagibemortem, por via intravenosa de uma
solucéo salina quase pura nos animais 2 a 10 rsirarites do abate,
dessa maneira ha uma melhor distribuicdo da erdiraaés dos tecidos
musculares. A injecdo de papaina desativada (folissaulfidica) evita
qualquer desconforto aos animais, uma vez que ptva-la s&o
necessarias as condi¢cdes redutoras que rapidaprentdecem no pos
morte.

Em cervejas, o defeito chamado de turvacdo poriagsinto
pode ser causado pela associacdo de taninos &npeotBlesse caso as
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endopeptidases — papaina, bromelina e ficina -adé@onadas apds a
fermentacdo e antes da filtragem final, sendo uiglstr pela
pasteurizacdo da cerveja, lembrando que sua acéesiva pode levar a
perda da estabilidade da espuma (PARKIN, 2010).

A bromelina possui espaco na industria de pangicadevido a
sua utilizacdo para melhorar o manuseio de massai&zga e produzir
waffles, panquecas e biscoitos tipafer (FELLOWS, 2006).

Este trabalho tem como foco a pesquisa das seglwentdamas:
papaina e bromelina.

2.3.1 Papaina

Extraida do latex dos frutos do mamoei©@arica papaya).
Geralmente é comercializada na forma de extratto lmom diferentes
proteases, sendo as mais importantes a papaigaimepapaina (QP-A
e QP-B), com caracteristicas bastante semelhantegiee variam
ligeiramente com a variedade plantada, o climarmaoejo, além do
processo de extracéo/concentracdo utilizado. Sudeate proteolitica
encontra-se em valores de pH de 5,0 a 9,0, e éispe@nte para 0s
substratos caseina e albumina, seu pH 6timo de&ué 7,0. Sua
temperatura de atividade 6tima esta na faixa de a6070°C;
permanecendo estavel em temperaturas até 90°C (K@ZB2010).

A papaina apresenta ainda atividade sobre ligagfies e amida
e tem boa atuacdo na sintese de peptideos. Afdssxa especifidade
de substrato e hidrolisa preferencialmente, ligacédjacentes aos
aminodcidos fenilalanina, valina e leucina (KOBL|T2010; PARKIN,
2010).

Peptidases cisteinicas como a papaina foram idewkfs como
as enzimas-chave nas atividades proteoliticas etens imune
relacionados a distarbios degenerativos invasiv@ROQMME;
KALETA, 2002; LECAILLE et al., 2002). A industriafmacéutica tem
interesse nessa familia de peptidases como pdtenoga para doencas
caracterizadas por degradacdo de matriz extracetideessiva, tais
como a osteoporose, a artrite, as doencas vassuamincer. Eles
também tém sido identificados como componentesicasit da
diferenciacéo celular, crescimento, de sinalizagé@cao hospedeira de
diversos patdgenos humanos causadores de malzizcalde Chagas e
esquistossomose, bem como os principais alergéride€AILLE;
KALETA; BROMME, 2002, McCKERROW et al, 2006).
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2.3.2 Bromelina

Bromelinas sdo um complexo de peptidases cistsimaturais
extraidas do pedunculo do abacaXnghas comosus), com atividade
o6tima em pH de 6,0 a 8,0 e € menos termoestavelagpapaina,
perdendo rapidamente estabilidade em temperatupssisres a 70°C
(KOBLITZ, 2010).

Muitos estudos, datados da década passada, tivemano
objetivo a purificacdo e identificacdo de muitaptipases cisteinicas
vegetais, sendo sua origem perceptivelmente camackEntna familia
Bromeliaceae e devido as suas propriedades fibrinolitica,
antiinflamatéria e cicatrizante, é utilizada emtamaento de doencas
relacionadas a coagulagcdo sanguinea, angina, stdlige problemas
respiratorios (GONZALEZ-RABADE, 2011). Além dissdoram
capazes de inibir a agdo da toxina colérica (MYN@T@l., 1997), com
atividade anti-tumoral, através de estimulagdo etoxicidade de
mondcitos deficientes e inducéo de citocinas eBpasiem pacientes
com tumor (ECKERT et al., 1999). Adicionado a to@ds seus efeitos,
mostrou ser segura, sem efeitos secundérios irdiesejapds a
administracao oral (MAURER, 2001).

2.4 HIDROLISADOS PROTEICOS

Os hidrolisados proteicos sao produzidos tanto cbjativo de
melhoria das propriedades funcionais.Peptideos moagidos que
atuam como flavorizantes quantoua forma desidratzmiao fonte
proteica, com alta digestibilidade, alta solubiid&m agua e longa vida
de prateleira (PEDERSEN, 1994).

A reacdo de hidrélise, independente se por vianigai ou
enzimatica, produz peptideos de varios tamanhos,camequéncia
produtos com propriedades funcionais diferenteidkdlise quimica
pode ser tanto acida quanto alcali, existindo raultmitacbes dos
ingredientes para emprego alimenticio, pois osqutioeentos envolvem
reagentes quimicos fortes em temperatura e pHmeagesendo dificil
de controlar e geralmente sao obtidos produtos apralidade
nutricional reduzida e funcionalidade prejudicadéRISTINSSON;
RASCO, 2000).

A hidrdlise por via enzimatica é a mais indicadeapa indistria
de alimentos, ja que as condi¢cdes de temperafpirfasdio mais brandas
para a melhor atividade da protease. Tornando-se dam estratégias



36

para melhorar as propriedades de solubilidade, edigplidade,
formacdo de espuma e emulsificacdo (DAMODARAN, 23010
Ressaltando que os hidrolisados produzidos pela®peoteinases
possuem perfil de peptideos bem definidos, enqugueoas hidrélises
acida e alcalina podem destruir L-aminoacidos, ymodlo D-
aminoAcidos e substncias téxicas como a lisindrala reduzindo
valor nutricional do hidrolisado, pois as propos;de aminoacidos, di e
tripeptideos sdo importantes para a absorcao (LARAUN, 1994).

2.4.1 Grau de hidrélise

Na protedlise para cada ligacdo peptidica clivagla pnzima,
libera-se um mol de grupo carboxila e um mol dgogramino, quando
a reacdo é completa o resultado é uma misturadds tws aminoécidos
presentes na proteina. Caso incompleta, ha umarenis¢ polipeptideos
de diversos tamanhos que podem ser regulados peladicoes
reacionais (pH, temperatura, atividade de aguahdcsepossivel
selecionar os que possuem as propriedades des@pRKIN, 2010).

As caracteristicas funcionais dependem do graudiélise — GH
(degree of hydrolysis DH), uma medida da extensdo da degradacao
hidrolitica da proteina, e € muito utilizado comditador comparativo
entre diferentes produtos finais (NEVEZ; MIRA; MARGZ, 2004;
CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

Parkin (2010) definiu o grau de hidrélise como seadracéo de
ligacBes peptidicas clivadas, geralmente expressa percentual:

GH% = (h/ht) X 100 @)

Ondeh é o numero de mois de ligacdes peptidicas clivadas
mol de proteinas bt é o numero total de moles de ligacdes peptidicas
presentes em um mol de proteinas. Quando a madaa aaoproteina
nao for conhecida ou se for uma mistura de praseinee ht sédo
expressos como o numero de ligacBes peptidicagrgora de proteinas.

Vérias metodologias sdo utilizadas para determinagrau de
hidrélise, incluem a técnica do pH-stat, osmomgsiaubilidade em
acido tricloacético (TCA), determinacdo de nitrdagémino por
titulacdo com formol e pelo método que utiliza &cid
trinitrobenzenosulftrico (TNBS). (NIELSEN; PETERSEN
DAMBMAN, 2001; KRISTINSSON; RASCO, 2000).

A aplicacdo de hidrélise enzimatica as proteinas t@do
amplamente utilizada para melhorar ou ampliar as funcionalidades,
esta area conduz muitos estudos com diferentes tipoenzimas e
substratos que pesquisam as condi¢cdes de reagd@satio grau de
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hidrélise somadas as caracteristicas funcionais Hiolsolisados,
havendo maior aceitabilidade a hidrélise brandamedida que a
extensiva é considerada prejudicial, posto que ltongsau de hidrélise
possa levar a uma alta solubilidade, inviabilizarmd@roduto como
matéria-prima para muitos processos tecnologictlRTFADO et al.,
2001; MULLALLY et al., 1995).

2.4.2 Alergenicidade

Vérias proteinas alimentares, tanto de origem dn{lede de
vaca, ovo) quanto vegetal (soja, gliten, amendgpimyocam reacdes
alérgicas em humanos. A alergenicidade das pratéfit@ctas origina-
se da presenca de sitios antigénicos (epitopos) sgudigam a
imunoglobulina E (IgE). Quando hidrolisados, ess&fios sao
destruidos pela clivagem proteolitica, reduzindofoamacdo do
complexo antigeno-anticorpo. Para uma maior redulfgoida é
indicado o uso de proteases inespecificas ou ustanaide proteases e
um grau de hidrdlise alto (DAMODARAN, 2010; AAS,8%).

2.4.3 Propriedades funcionais dos hidrolisados pretcos

A funcionalidade das proteinas é modulada por séafatores
fisicos e quimicos; entre eles, tamanho, compos&g&equéncia de
aminodcidos e conformacao, carga liquida e distdoudas proteinas,
capacidade de reacdo com outros componentes. Sepraafzes, existe
o fato de a estrutura inicial da proteina se moalifquando presente no
complexo alimenticio final (ORDONEZ, et al., 20058 quando
purificadas as propriedades funcionais das prateipadem ser
modificadas nos processos de obtencdo ou isolamaependendo do
tipo de extragdo empregado, a temperatura, o pHrca i6nica, e as
condi¢cbes de secagem e estocagem da proteinaa@&RARBIERI,
1996).

Por efeito, as propriedades funcionais dos hidrds proteicos
dependem das proteinas encontradas no substraterezina utilizada,
pois as diferencas de tamanho e as outras progasdésico-quimicas
dos polipeptideos liberados durante a reacédo egflatiretamente na
solubilidade e capacidade de retencdo de 4guaalRess que 0s
hidrolisados proteicos ndo costumam formar géisderduzidos, a
excecdo disso € o hidrolisado &cido ou alcalincalégeno, a gelatina
(DAMODARAN, 2010).
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2.4.3.1 Propriedades funcionais hidrofilicas

As propriedades de hidratacdo das proteinas est@iardente
relacionadas com a composicdo aminoacidica e suforotacao.
Definindo a afinidade da proteina pela agua atralg&spontes de
hidrogénio, ligagbes dipolo-dipolo ou interagcao amgrupos ionizados
e as cadeias laterais de aminoacidos (ORDONEZ2808a).

2.4.3.2 Propriedades de superficie

As emulsdes e espumas alimenticias séo sistemdsadefases
imisciveis entre si e instaveis, necessitando tet&ncias anfifilicas na
interface para diminuir a tensdo superficial emassiitar a coalescéncia
das gotas dispersas (ORDONEZ et al., 2005a).

Caso o intuito seja uma matéria-prima com boa fo&made
espuma e emulsificante, a hidrdlise precisa setr@ada e a enzima
inativada no momento que as proteinas estejam apammite
hidrolisadas, pois polipeptpideos pequenos sdopazes de formar
pelicula viscoelastica coesiva nas interfaces aaag O6leo-agua
(DAMODARAN, 2010).

2.4.4 Caracterististicas sensoriais

A textura na carne integra esté relacionada conmatiglade de
feixes de fibras envolvidas por tecido conjuntigggomo respondem as
rupturas das ligacbes intramoleculares e estatflzalessas cadeiras
estiradas mediante a criacdo de ligacOes intermiales ocorridas
durante processamento (ORDONEZ et al. 2005a). Kugupos carneos
a reprodutibilidade da textura € um problema pataiatdo, sendo
categorizados em: pastas ou liquidos viscososjcplados, sélidos
homogéneos, solidos ndo homogéneos e sdlidosdiiroesmo musculo
integral (GARCIA-SEKOVA, MORENO, MONZO, 2014).

Orddiiez et al. (2005b) contextualiza a percepc¢étudaza como
a sensacédo tatil quando a carne entra em contatoasoparedes da
cavidade bucal e com a lingua; resisténcia a prassdtal, facilidade de
fragmentacado, adesado entre as fibras e quantidadesitiuos ou restos
de mastigacao.

Outro fator intrinseco a qualidade de preparacdeteipas,
tornando-as aceitaveis de um ponto de vista notrdtie funcional, € a
fixacdo de aromas. Ordéfiez et al. (2005a), defimeoca interagdo dos
compostos apolares volateis (aldeidos, cetonaspiajcfendis) e o
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interior hidréfobo da proteina, substituindo a faggo proteina-
proteina, desestabilizando a molécula ou modifioaswh solubilidade.
Por isso, alguns fatores como quantidade de &agempetratura,

desnaturacdo e protedlise alteram o sabor, podestdaser amargo ou
adstringente, ou melhor, com efeito agradavel éexlpa

2.4.4.1 Peptideos amargos

A parte indesejavel da hidrélise esta na liberadéqgeptideos
que possuem sabor amargo, muito relacionados afdiicidade.
Sendo que os polipeptideos com hidrofobicidadeluesimédia maior
que 1,4 kcal/mol sdo os mais amargos. A ocorrédesses produtos
esta relacionado com a composi¢cdo e sequéncia m®awitdos e da
enzima usada, sendo citadas como as mais hidraBbaruelas
originadas da caseina, proteinas de soja e do ,nuthae ser evitado
utilizando-se endo e exopeptidases, dessa formdtan€s fragmentos
com hidrofobicidade residual menor que 1,3 kcal/(BAMODARAN,
2010, ADLER-NISSEN, 1986).

2.4.5 Aplicacbes dos hidrolisados proteicos parcgi

Na industria de alimentos, as enzimas proteoliEEsuem um
vasto campo de acéo: nos queijos, as proteasesuttasas starters
contribuem para manutencao da protedlise de delsemento de sabor
durante a maturagdo; no processo de amaciamentarda além do
sistema de calpainas enddgeno, tanto na formarpadea adicionada
no momento do preparo ou injetavel sendo aplicatiessado abate; no
processamento de bebidas minimiza o efeito de ¢é&ovapor
resfriamento causado pela complexacdo das protetrastanino; na
panificacdo, as proteases modificam e otimizamrgafda massa para
um determinado produto, reduzindo o tempo de nastrobter a
viscoelasticidade adequada (PARKIN, 2010).

Muitos estudos vém demonstrando que além de umenfenta
industrial, a hidrélise proteica agrega valor aasdptos, tanto
comercial quanto nutricional. De forma a tornar aterial de descarte
uma matéria-prima rica, base de uma inddstria concegsamentos
limpos.

Além disso, a hidrélise enzimatica controlada @aabtencéo de
produtos com diferentes graus de hidrolise tembidoemuita ateng&o
por parte da area da saude, ja que oligopeptidedsida massa molar
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demonstram ser absorvidos pelo organismo humano otBamais
eficientes que os aminoéacidos livres (SGANBIERBA)

A utilizagdo dos hidrolisados parciais demonstranauboa
eficiéncia metabdlica em ensaios clinicos que coanpen dietas com
proteina intacta, hidrolisados parciais e totaade mantida constante a
composicdo de aminoéacidos, foi percebido que iddag normais
absorvem igualmente os trés tipos de dieta, masndmiduos com
problemas digestivos ou de absor¢cdo (pacientes fisinlas gastro-
intestinais, doencas inflamatoérias do intestinodisime do intestino
curto, doencas de Chron, portadores de metabolistomo
mucovicidose e fenilcetonlria ou ainda no pré e-qu&satorio de
cirurgias de coélon, reto, pescoco e cabeca) respamd com melhor
resultado com a dieta de hidrolisados parciaise efeito pode ser
explicado pela alta osmolaridade existente na dietaaminoacidos
livres, dificultando sua absorcéo; ja as proteiirgactas sdo mal
digeridas nesses individuos (SBANGIERI, 1996). Bhitniciativas
para utilizar subprodutos carneos na alimentacée @éanca e pessoas
com hipersensibilidade estdo sendo realizadas, kBhas coautores
(2006) conseguiram polipeptideos de tamanho entee 1& kDa de
visceras de ovelhas, através de tratamento comggses flngicas.

De acordo com Nasri e colaboradores (2012) a lisdrddarcial
produz inimeros polipeptideos bioativos, que alé@muth excelente
valor nutricional possuem atividades biol6gicas emefentes da
sequéncia dos aminoacidos constituintes que inifag¢ones-chave em
alguns processos em cobaias, como melhora do fuamoiento do
sistema digestoério; na defesa do organismo com agéimicrobiana e
imunomodulatéria; no sistema cardiovascular agindmmo
antitromboticos e antihipertensivo; e possui megfi@ito que opidide
no sistema nervoso, isto &, tem efeito sedativtagasico.

Muitos estudos recentes tém como objetivo comurtiegp@® da
atividade antitrombética de polipeptideos de dagrsrigens. Nastri e
seu grupo de pesquisa (2012) observaram, atravésnmtografia em
gel-permeacdo em Sephadex-G-25 somado com HPL&>dedversa, a
atividade anticoagulante de hidrolisados protetmsnisculo de goby
(pescado) com a seguinte sequéncia especifica owaritos: LEU-
CYS-ARG; HIS-CYS-PHE e CYS-LEU-CYS-ARG, tendo ingéio de
desenvolver alimento funcional para auxiliar diggacardiopatas.

Outro exemplo, os pesquisadores Jung e Kim (2068)kram
polipeptideo anticoagulante de mexilhadytilus edulis) com peso
médio de 2,5 kDa, que prolongou tempo de protroentgnatividade
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parcial em tempo de tromboplastina, com intera@secificas com
fatores coagulantes IX, X e Il.

Continuando com a acgédo no sistema cardiovascularasn
pesquisas procuram polipeptideos de origem nakoal atividade
inibitéria de enzima conservadora da angiotendi@@A\), comparando-
0s com a classe de medicamentos de inibidores dea -ECaptopril,
enalapril, entre outros — utilizados para hipedeng insuficiéncia
cardiaca congestiva, normalmente essa atividadeazempanhada com
acdo anti hiperlipidémica, o que foi justamente oatrado em
hidrolisados proteicos de uma espécie de agua (Rhepilema
esculentum) nos estudos de Liu e colaboradores (2012). Refst
similares na pesquisa de Bernardini e coautores polpeptideos
provindos de proteinas sarcoplasmaticas hidrolssatta misculo do
peito bovino com papaina somados a atividade dd#inte. Essa
mesma equipe, em 2010, isolou, purificou e caractemligopeptideos
formados a partir de proteinas sarcoplasmaticdigddo bovino com a
enzima termolisina, com resposta positiva para agéimxidante nas
técnicas DPPH, FRAP e quelante de ferro.

Os ensaios para atividade antioxidante de prot@imaficadas de
peito de frango hidrolisadas com papaina (SUN .eafl2) seguiram
para analisem vivo, onde se pode observar em ratos mais velhos com
D-galactose induzida que receberam fracdes desebgepiideos
apresentaram um aumento significativo das enzimésxadantes, com
reducao no nivel de malonaldeido no soro e no digemmo também foi
visualizado em microscopia eletrénica de transroisgée inibiu o
estresse oxidativo nos hepatdcitos.

Shimizu e coautores (2009) obtiveram polipeptid#msamanho
25 kDa de carne suina tratada com papaina, cowidaate
antitromboética comprovada em ratos com a doseadii210 mg/Kg.

Em relagédo a atividade antimicrobiana, Chen e appesdores
(2013) desenvolveram estudo combinando a lactofebovina ou seus
hidrolisados com probiéticos resistentes a lactiof@rcontra agentes
patogénicos, obtendo resposta positiva para o gad@u para
Escherichia coli, Salmonella Thyphimurium, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Matéria-prima

v Figados suinos coletados na etapa de evisceracdo d
animais com abate programado no periodo de 143 alids de vida;
doados pela empresa BRFoods, planta Herval D’'CB$3te/

3.1.2 Enzimas

As enzimas-teste escolhidas para a hidrélise pafsiam a
papaina (lote 1-54687-0913) e bromelina (lote J158213), fabricante
Prozyn e comercializadas por Viafarma.

As atividades dessas proteases foram aferidaggatde ensaios
de hidrélise de substratos sintéticos, com a $sibtl alcalase AF 2.4L,
produzida pela Novozymes e doada pela empresa iTBeszaquen, e
a enzima analitica papaina P4762 Sigma Aldrich.

3.2 METODOS
3.2.1 Avaliagédo das enzimas comerciais

3.2.1.1 Determinacédo da Atividade Proteolitica feémcdo de Folin-
Lowry.

O principio deste ensaio se baseia na clivagenmde proteina
intacta, no caso uma solucédo de caseina 1% em dafiogfato 0,1M pH
7,0 aquecida em banho -maria a 80°C por 30 mindsssistemas
substrato-enzima (amostras: papaina Prozin ¥, bromelina
Prozin 5x10fg/mL, papaina Sigma-Aldrich 5x2§/mL e alcalase 5x10
*mL/mL) foram submetidos em banho-maria a 30°C. Aeéspo pré-
determinado (0, 30, 60, 90 e 120 minutos) interreumge a reagdo com
solucéo de tricloroacético 30% em banho de geldlpaninutos, cujos
anions derivados combinam-se com as proteinas hidiolisadas
formando um precipitado insoltvel, foram centrifdga a 7000 g por
15 minutos a temperatura ambiente. Os peptideggeislem TCA 30%
foram determinados por reacdo de Folin-Lowry, &sadas leituras de
absorbancia em 750 nm em placas de ELISA no aparBHECAN
(infinite), com curva padrao tirosina.
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Sendo que unidade de atividade proteasica (UAPYdéinida
como a quantidade de enzima que produz uma diferdec0,01 de
absorbéncia por minuto de reacéo entre o branaiored e a amostra
nas condicdes de ensaio.

3.2.1.2 Determinacao de Atividade Enzimatica saledvados dep-
nitroanilida (ERLANGER et al, 1961).

Os ensaios com substratos sintéticos derivadgsrdeoanilida
foram realizados adicionando 100 pL dos substsaosados 100 pL da
solucdo de amostra enzimatica diretamente em pldeaS6 pocos
transparentes no aparelho TECAN (infinite) com Bando programa
MAGELAN, com temperatura regulada a 30°C, e ledgurade
absorbancia em 410 nm nos tempos pré-programadasm a
determinacdo da atividade enzimética foi construidea curva de
padronizagdo com-nitroanilina de 0 a 0,4 mM, diluidos em solucéo
tampao fosfato 0,2M, pH 7,0.

Os substratos sintéticos derivados gaitroanilida foram:
Cloridrato de N-Benzoil-DL-Argining-nitroanilida(Z-RpNA) 8 mM
dissolvidos em solucdo 1:1 agua MilliQ e DMSO (difsalféxido); N-
Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilida (Z-SAAPFpNA) e N-Succinil-
Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilida (Z-SAAPLpNA), esses dois Ultimos
substratos na concentracdo de 4 mM em DMSO.

3.2.2 Determinacg®es fisico-quimicas da matéria-prim
3.2.2.1 Composi¢ao Quimica

O figado suino e seus hidrolisados parciais itrafilos obtiveram
sua composicdo quimica determinada de acordo canetadologia
recomendada pela Instrucdo Normativa n® 20, de 1ljutho de
1999(BRASIL,1999):

v" Proteina: utilizando método de Kjedahl;
v'  Lipideos: método gravimétrico de extracdo a qudatbpideos
utilizando extrator de Soxhlet;
v' Cinzas: método gravimétrico em mufla (550 - 600°C);
v' Umidade: método gravimétrico em estufa (105°C).
Todas as determinacgfes realizadas em triplicata.
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3.2.2.2 Determinacao de pH

A determinacdo do pH da matéria-prima, das solut@impéo e
dos hidrolisados foram realizadas utilizando-se potencibmetro de
bancada digital. Para a matéria-prima, a amostrigeeada (5 a 10°C)
foi homogeinizada com agua destilada na propor¢éb, &m
liquidificador.

3.2.3 Delineamento experimental
3.2.3.1 Analises preliminares

Com o intuito de obter melhores resultados em dueae de
experimentos suficientes em tempo delimitado, dedaccom Barros
Neto, Scarminio e Bruns (2010), o planejamentorittaompleto 3,
em triplicata, onde ser8o considerados trés aspewtriaveis:
temperatura, tempo de reacdo e concentracao deasabstrato.

O pH e as temperaturas a serem empregadas contampda
faixa de melhor atividade das enzimas (HA et @112}, e como citado
0 pH permaneceu proximo ao da matéria-prima, degtza manteve-se
0 pH em 7,0 com tamp&o Mcllvane 0,1 M. Em relagd@enaperatura,
por se tratar de alimento rico em vitamina A e dgof sera mais
elevada que ambiente com o propoésito de viabiizacdo catalitica,
mas sem prejudicar a qualidade nutricional do pmtioal.

Os tempos de reacgdo foram selecionados a parandlise dos
estudos de Ha e colaboradores (2012) e, KetnavaawGhe Rawdkuen
(2012), compreendendo o periodo que as enzimasao@s.

A concentragcdo de enzimas esta diretamente reltdonom a
gquantidade de proteina do substrato, essa foiigat@or solubilidade
em solugédo tampéo fosfato 0,05 M , pH 7,4 e soliugégpédo fosfato
0,05 M, pH 7,4 com NaCl 0,6 M (NUCKELS et al, 1990
determinada pelo método de Lowry (1951), o qualbaseia numa
mistura de molibdato, tungstato e acido fosférimagente de Folin-
Ciocalteu) que sofre uma redugdo quando reage caeimas, na
presenca do catalisador Guproduz composto em absorcdo maxima em
750 nm, os aminoacidos cromdgenos sdo a tirosin@iptfano
(POMORY, 2008).

Desta maneira, as enzimas papaina e bromelina gaesm
Prozin foram testadas em triplicata, totalizandditdlises para cada,
de acordo com as variaveis designadas no quadrA BZluéncia dos
fatores foram avaliados estatisticamente submetesdresultados de
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grau de hidrélise obtidos a andlise de efeitosrificagao dos modelos
empiricos através dos coeficientes de regressatlesea de variancia
(ANOVA) utilizando o programa STATISTICA 7.0.

Quadro 02.Variaveis reais e codificadas do planejamento éxgertal
para hidrélise enzimatica de figado suino.

Variaveis Reais Variaveis codificadas
-1 0 +1
Temperatura (°C) 4015 605 8015
Tempo (minutos) 60 120 240
Relacdo enzima/substrato % 1 2 4

Fonte: proprio autor
3.2.3.2 Processo de obtenc¢éo do hidrolisado pmtéic

O processo de obtencé@o do hidrolisado protéicoirsegelas
etapas apresentadas na figura 02.

Figura 02. Fluxograma experimental da obtenc&o e caractenzdoa
hidrolisado protéico de figado suino.

[ Figado suino J
v
| Ajuste de pH H Homogeneizagé ]—[ % de protein

[ Controle da T°f H Hidrolise ]4-[ Adicao da enzima

[ TCA 6,25% ]—> [ Inativacac ]4-[ Térmica 100°C — ]

15mir
Medida do GH Liofilizagéo do
Anélise Estatistic hidrolisado
proteict
v Composicao
quimica, Ferro

Hidrolisado total e Ferro-

protéico de figado Heme,
suino liofilizada Microbiologia

Fonte: proprio autor.
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3.2.3.2.1 Preparo da amostra

O figado suino foi descongelado sob refrigerac&O(®) por 12
horas e pesado conforme a quantidade necessaiaguha ensaio.

A amostra foi homogeneizada em liquidificador, ayeado pH e
guando necessario adicionou-se solucdo tampédo diwavie 0,1 M
(solucdo de N#PQO, 0,2 M + solucéo de acido citrico 0,1 M) para o
ajuste do pH 7,0.

3.2.3.2.2 Hidrélise enzimética

As enzimas foram adicionadas ao meio variando saatiflade
em relacdo a massa total de proteinas na amosfigadi® no volume
total de suspensédo. O volume do homogeneizadoafdiopizado em
100 mL, numa propor¢cao amostra: tampao McllvaneM),gH 7,0 de
1:4, para o estudo do grau de hidrolise, realizadagrlenmeyers sobre
placa aquecedora com agitacdo magnética, como démda na figura
03.

Figura 03. Sistema com erlenmeyers em placa aquecedora dtanaag
magnética para obtencao de hidrolisados protedc68;C, 80°C e 40°C

(sentido esquerda para direita)
J =

Fonte: prdprio autor.

Para a obtencdo dos hidrolisados proteicos foraadds a
relagdo enzima/[proteina]substrato de 2% em 25@ dighdo suino
liquidificado, condicionados em frasco tipo “shot® 1 L, emshaker
termostatizado a 60°C, a 200 rpm por 4 horas, cowdigura 04.
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Figura 04. Sistema Frasco tipo “shott” de 1 L edvaker termostatizado

a 60°C, a 200 rpm.
\ | .

-

Fonte: pf rio autor

3.2.3.2.3 Inativacdo enzimatica

A inativacdo enzimatica ocorreu por duas formasn cxido
tricloroacético (TCA 30%) para medida do grau dérdlise e por via
térmica (aquecimento a 100°C por 15 minutos) pagoaucdo do
hidrolisado protéico final.

3.2.3.2.4 Liofilizagdo do hidrolisado protéico

Essa etapa foi realizada somente com os produtdsdddlise
parcial com os parametros fixados apos analisemprares. As
amostras foram mantidas sob congelamento (-10 ¥ [@€12 horas e
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postas em liofilizador de bancada da empresa dtifcia modelo LJJ02
por 24 horas (Figura 05).

Figura 05. Lloflllzador de bancada JJ Cientifica, modelo [21J0

\ W
f—sﬁ

Fonte: préprio autor

3.2.3.2.5 Grau de hidrdlise

O grau de hidrolise foi determinado segundo o neewekcrito
por Pezoa e Mellado (1979). Transcorrido o tempo hi#rdlise,
aliquotas dos hidrolisados foram tomadas, inativandeacdo com uma
solucéo de TCA 6,25% e ap06s filtracdo, o teor déefimas sollveis no
filtrado foi determinado pelo método de Folin-Lowdescrito por
Plummer (1978) e expresso em mg de albumina (del@aoom a curva
padrédo: Y=2,47.X; X em mg albumina/mL). O grau d#rdlise (%GH)
foi determinado como a porcentagem de protein@wveislem relacdo a
guantidade de proteina inicial total, conforme Edoa(1).

GH% = (/ht) X 100 1)
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3.2.3.2.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos de Grau de Hidrélise foram tratado
programa Statistic 7.0, com andlise de variandeste de Pareto.

3.2.3.3 Determinacao de ferro total e ferro-heme

Foram determinados a quantidade de ferro total (B@44.12)
com os hidrolisados liofilizados e de ferro-hemdopmétodo de
Hornsey (1956) modificado por Lombardi-Boccia e abaradores
(2002), com a amostra inicial e com os hidrolisadiofilizados.
Dissolveu-se 1 grama de amostra em 5 mL de acatodidicada, sendo
homogeneizadas em vortex por 1 minuto, permancendtubo fechado
e protegido da luz por 01 hora. As solucBes rasigtaseguiram para
centrifugacéo a 400 g por 10 minutos, filtracdopapel Whatmann n°1,
medicdo do volume do filtrado e a leitura em ab&acka 640 nm e
comparadas com curva de hematina porcina (SigmaehA)d de 0 a 50
pa/mL.

A concentracao de ferro-heme (HFe) nas amostrasafoulada
através de uma curva de calibragdo, 0 a 50 pg/aypos relacionado a
quantidade de ferro heme, como se segue:

HFe (ug/g) = conteddo de Hematina (ug/mL) x (AW/MW)

Onde AW ¢ igual a massa atdmica do ferro e MW asaawlar
da hematina. A relagéo entre o ferro presente matiga é considerado
como 0,0882ug HFe/ pg de hematina.

3.2.3 4 Analises microbioldgicas

As andlises microbolégicas contemplaram as exigénci
requeridas para produtos carneos pela RDC 12 (BRA®B01), sendo
elas: coliformes totais e termotolerantes, est@itos coagulase
positiva, clostridium sulfito-redutor, mesofilostds e Salmonella. Os
estudos foram realizados em laboratério licencipelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).

Para averiguacdo de seguranca do processo, fozadal
hidrolise da amostra de figado suino com as enzZiesds na
concentracdo de 2% (enzima/proteina da amostra),sleaker na
temperatura de 55 + 5°C, com inoculacdo Ekeherichia coli na
concentracdo de i0cepa reativada e diluida conforme escala de
McFarland. Realizando as leituras das aliquotaaisi apds o tempo
de hidrélise (4 horas) e apds inativagao da engi®@°C / 15 minutos)
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utilizou-se o meio de cultura agar padrao de cama@PCA), sendo que
cada reacdo e diluicao foi feita em triplicatmeubadas a 35°C por 48
horas. As unidades formadoras de colbnias forartadas nas placas de
mesma diluicdo que apresentaram entre 25 e 25@iaslfO resultado

foi expresso em unidades formadoras de colbniagnaona de amostra
(UFClg).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AVALIAGAO DAS ENZIMAS COMERCIAIS

As enzimas em foco para a produgéo do hidrolisatoiad de
figado suino sdo as peptidases cisteinicas papaibeomelina da
empresa Prozfh que j& sdo utilizadas pela indGstria alimentécieno
amaciante de carne, clareador de cervejas e apio@s de massa ha
area de panificacdo. A primeira abordagem foi coffmas com a
papaina de pureza analitica da empresa Sigma IId?8375 do latex
da papaia e com a subtilisina alcalase AF 2.4prgdente na producdo
de alimentos infantis hipoalergénicoataey protein.

4.1.1 Determinacéo da atividade proteolitica pelaeacédo de Folin-
Lowry.

Através da curva padrao de tirosina de 0 a 0,4 gsralteve-se o
fator de conversdo (F) de 7,260moles/Absorbancia.

Com os tempos de ensaios estabelecidos de 30,068, 120
minutos, as enzimas foram diluidas para suasasitse encontrarem em
valores abaixo de 0,5 para maior seguranca e Giidade.

As diluicdes para esse ensaio de atividade enzien&obre
caseina 1% foram:

. Alcalase AF 2.4L : 0,5.1fuL/mL

. Papaina Sigma Aldrich (SA): 0,5:3@/10mL
. Papaina Prozin (P):0,5.1¢/10mL

. Bromelina Prozin (P):0,5.7@/10mL.

Sendo observado na figura 06 respostas similates tdas as
enzimas, em questdo de absorbéancia, mas pardocdieWnidade de
Atividade Proteolitica (UAP) as diluicbes sédo cdesadas.
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Figura 06. Grafico Abs 750 nmXTempo (min) das enzimas atmkaF
2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina e biiomé?rozin, com
substrato caseina 1% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,5

0,4

Abs 750nm
oo o ©
= N w

o

Atividades enzimaticas em Caseina 1%

s

50
Tempo (min)

100

150

@ Alcalase
M Papaina SA
Papaina P

X Bromelina P

Fonte: proprio autor

Assim, com as equacgfes de reta produzidas, temesgosntes
valores de UAP/g de enzima.

Quadro 03. Equacdes de reta?RUAP por quantidade de enzima no
ensaio e UAP por mL ou grama de enzima, ensaio caseina 1%
como substrato.

UAP/qt | UAP/mL*
Enzima Equacéo de reta de UAP/g
enzima
ensaio
Alcalase y=0,002x + 0,118 | 0,995 | 1,45.10° | 290,40
AF 2.4L
Papaina y=0,002x + 0,089 | 0,984 1,45.1Q 29,04
Sigma
Aldrich
Papaina y=0,002x + 0,128 | 0,997 | 1,31.10° | 2,60
Prozin
Bromelina | y=0,002x + 0,061 | 0,996 1,52.1Q 3,05
Prozin

UAP/mL, unidade para enzima alcalase AF 2.4L, parautras enzimas

a unidade utilizada é UAP/g.
Fonte: proprio autor
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Observando a figura 06 e as equacdes de retaauna03 vé-se
a similaridade de acdo de todas as enzimas sobeesebstrato ndo
especifico, mas comparando a concentracdo enzan#i@nsaio e por
consequéncia a UAP, constata-se que a alcalaseneemaicrobiana
possui acdo expressivamente maior em relagdo ddgsgs cisteinicas.
Entre essas, o fato da enzima analitica posslar gda UAP apenas 10
vezes maior que a enzima industrial, demonstralaom& do processo
de producéo desta Ultima, da etapa inicial de g&traté a purificacéo.
E estudos relacionados a imobilizacdo de papaimen @s de Alpay e
Uygun (2014) em nanoparticulas magnéticas ou dweadd (2015) em
Sepharose 6B ativada com brometo de cianogénice@me maior
estabilidade perante temperaturas severas, ditesate; pH, permitindo
sua reutilizagdo sem afetar o produto final commento de
rentabilidade.

4.1.2 Determinacgéo da atividade proteolitica sobréerivados dep-
nitroanilida

Avaliacbes da atividade da papaina e bromelina didenentes
derivados de-nitroanilida obtiveram resultados elucidativos ratacao
a especificidade de sitio de agéo entre as endifeaenciando até por
origem de extracéo.

Em 2004, Hale e colaboradores constataram quendepéo da
parte do abacaxi a qual a bromelina foi extraide sesposta aos
substratos de peptideos especificos como Z-ArgpAmgroanilina,
(PNA) e Bz-Phe-Val-Arg-pNA foram diferenciadas. Aromelina
extraida da fruta e a enzima ananaina clivaram-BtgzVal-Arg-pNA
e nao obtiveram mesmo resultado em Z-Arg-Arg-peaitilina, e a
bromelina extraida do caule apresentou comportantgrasto.

A pesquisa realizada por Theodorou Bieth e Papa@iq2006)
utilizou substratos sintéticos derivados gdritroanilida para definicéo
do modo catalitico da familia das peptidases cistes, através do
método de inventario de protons os valores doswiras cinéticos nas
hidrélises nos seguintes substratos especificos-FRHINA, Suc-
FLpNA, e Cbz-FL-pNA mostraram que a papaina possaior
atividade catalitica que a quimopapaina e a bromelktraida do caule.

Num estudo para estimacdo do uso de papaina (@teto
maduro) e bromelina (caule) na estabilizagdo deogrbrancos, Esti e
seu grupo de colaboradores (2013), observaram paamento de tais
enzimas em dois sistemas um com tampao Mcllvane ,fHe outro
Tartarico (simular o vinho) em pH 3,2 com 12% dmet. Os resultados
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demonstraram atividade insignificante nos subsr&o-Arg-pNA (p-
nitroaniline),Z-Arg-Arg-pNA, H-Val-Ala-pNA e Suc-Ad-Ala-Val-
pNA, diferente em Bz-Phe-Val-Arg-pNA, quando a gapgrovinda do
latex mostrou maior atividade catalitica e maiotalgiidade que a
bromelina e a papaina do fruto maduro, em ambossistemas
tamponados.

Por fim, em 2014, Semashko e colaboradores coaoiujpor
meio de ensaios com uma gama de derivadosp-dédroanilida,
representados pela combinacdo Glp-Xaa-Ala-Y, ondeé Ya p-
nitroanilida e Xaa € igual a residuo de Phe (feniiaa) ou Val (valina),
e esses por sua hidrofobicidade apresentam maeciéidade para as
peptidases cisteinicas, contrariando o que se yeengae residuos
aromaticos obteriam piores resultados que residiosminoacidos
alifaticos pequenos. Outra constatacédo foi queluesi Ala na posicéo
P1 sdo mais seletivos para familia de cisteinagedoQue aqueles com
residuo Arg nessa posicao.

Devido a esses estudos realizarem um comparativo
substratos sintéticos derivadospdeitroanilida entre as enzimas, foi de
grande importancia conhecer o comportamento algeloca-las em
contato com uma amostra tdo complexa que é o figasdo.

Para a determinacdo da atividade das proteasesmmadbs de
p-Nitroanilida, foi elaborada curva padrao pNitroanilina de 0 até
0,15 mmoles, que resultou no fator de convers3odé& 1,97.10
pmoles/Absorbancia.

4.1.2.1 N-Benzoil-DL-Argining-nitroanilida(Z-RpNA)

Para esse substrato as diluicdes utilizadas foram:
+ Alcalase AF 2.4L : 0,5.1tuL/mL
« Papaina Sigma Aldrich (SA): 0,5:3@10mL
+ Papaina Prozin (P):0,5.1¢/10mL
« Bromelina Prozin (P):0,5.19/10mL.

Sendo realizadas leituras a cada 5 minutos novaitede duas
horas, sendo observado que a subtilisina alcal&e.4 L ndo atuou
sobre esse substrato especifico e a peptidasiitiatbromelina obteve
resultado praticamente nulo, ndo ocorrendo variag® leituras. As
peptidases cisteinicas papaina do laboratério Sigiddach e a do
Prozin obtiveram um aclive nas leituras, como éspes verificar na
figura 07.
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Figura 07. Grafico Abs 410 nm x Tempo (min) das enzimas|asea
AF 2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina enblima Prozin,
com substratd\N-Benzoil-DL-Argininap-nitroanilida.

Atividade proteolitica em N-Benzoil-DL-Arginina
p-nitroanilida

0,7
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0,6
g 05
[
S 04 ® Papaina SA
.
n 0,3 M Papaina P
o)
< 0,2 Bromelina P

v
O B R AARRRIRRRK X Alcalase
0
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Fonte: proprio autor

Assim, com as equacdes de reta produzidas, temesgointes valores
de UAP/g de enzima, vistos no quadro 04.

Quadro 04. Equacdes de reta,?Rmmoles/min por quantidade de
enzima no ensaio e mmoles/min por grama de enanssio com N-
Benzoil-DL-Argininap-nitroanilida como substrato.

Enzima Equacéo de reta R | mmoles/min/ | mmoles/
gt de enzima | min/g
ensaio
Papaina | y=0,005x + 0,051 | 0,989| 1,06.10° 2,12.16
Sigma
Aldrich
Papaina | y=0,005x + 0,071 | 0,995 9,26.10 | 1,85.10

Prozin

Fonte: proprio autor

Diferente dos achados de Semashko et al (2014)retdduo
aromatico na posicdo P2 e residuo de aminoacidmiAegna posicao
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P1 apresentou maior especificidade e seletivigade papaina e nédo
apresentou significancia para a alcalase e a papgtiromelina.

4.1.2.2 N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phenitroanilida(Z-SAAPFpNA)

Nesse substrato a alcalase e papaina da Proziondsspm de
forma similar, a bromelina permaneceu com variagiEesibsorbancia
nao relevantes, sendo observado na figura 08.

Concentracdes das solugdes estoques das enzirthadagliem
solucéo tampao Mcllvane 0,1M, pH7,0 :

« Alcalase AF 2.4L:0,5.10uL/mL

« Papaina Sigma Aldrich :0,5.T¢/10mL

« Papaina Prozin :0,015g/10mL

* Bromelina Prozin:0,02g/10mL

Figura 08. Gréfico Abs 410 nm x tempo (min) das enzimaslake
AF 2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina enblima Prozin,
com substratd\-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilida

Atividade proteolitica em N-Succinil-Ala-Ala-Pro-
Phep-nitroanilida
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Fonte: proprio autor

Assim, com as equacgOes de reta produzidas, temesgosntes
valores de mmoles/min/g ou mmoles/min/mL de enzimservados no
quadro 05.
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Quadro 05. EquacBes de reta,2Rmmoles/min por quantidade de
enzima no ensaio e mmoles/min por mL ou grama déman ensaio
com N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Php-nitroanilida.

Enzima Equacéao de R* mmoles/mi | mmoles/min/
reta n/qt de mL*
enzima mmoles/min/

ensaio g

Alcalase y=0,003x  +| 0,999| 4,93.10° |9,85.10
AF 2.4L 0,058

Papaina y=0,006x  +|0,100| 1,08.10 | 2,17.10
Sigma 0,095
Aldrich

Papaina y=0,003x  +|0,999| 5,12.10" | 3,40
Prozin 0,062

Bromelina | y=0,0001x +| 0,999 1,97.10 |9,85.10°
Prozin 0,068

mmoles/min/mL, unidade para enzima alcalase AF,%d4ta as outras
enzimas a unidade utilizada € mmoles/min/g
Fonte: proprio autor

4.1.2.3 N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Lep-nitroanilida(Z-SAAPLpNA)

Para esse ensaio as leituras foram realizadasaabcanihutos no
TECAN, no programa MAGELAN, com temperatura estatiela a 30
+ 1°C, por 90 minutos. Nesse substrato a alcalsdiguma 09 néo
demonstrou um grande aclive, mas por ter sidzatlh uma quantidade
infima o valor de atividade foi 0 maior de todosmo observado no
quadro 06. Ja em relacdo as peptidases cisteindsasndustriais
marcaram acdo similar a analitica, sendo que a diimemnobteve o
melhor resultado entre elas.

Concentracdes das solugdes estoques das enzirtadagliem
solucdo tampao Mcllvane 0,1M, pH 7,0 :

« Alcalase AF 2.4L:0,5.10uL/mL

« Papaina Sigma Aldrich :0,5.T¢/10mL

« Papaina Prozin :0,015g/10mL

* Bromelina Prozin:0,02g/10mL
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Figura 09. Gréfico Abs 410 nm x tempo (min) das enzimaslake
AF 2.4L, papaina Sigma Aldrich P3375, papaina enblima Prozin,
com substratd\-Succinil-Ala-Ala-Pro-Lep-nitroanilida.

Atividade proteolitica em N-Succinil-Ala-Ala-Pro-
Leu p-nitroanilida
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Fonte: proprio autor

Assim, com as equacOes de reta produzidas, temesguintes
valores de mmoles/min/g ou mmoles/min/mL de enzima.
Quadro 06. Equacdes de reta,’Rmmoles/min por quantidade de
enzima no ensaio e mmoles/min por mL ou grama démen ensaio
com N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Leg-nitroanilida.

Enzima Equacéo de reta R mmoles/ | mmoles/
min/qt de | min/mL*

enzima | mmoles/
ensaio | min/g

Alcalase y=0,0006x + 0,053] 0,990 | 1,18.10" | 2,36.10

AF 2.4L

Papaina y=0,001x + 0,049 0,993 1,57.10] 1,58

Sigma

Aldrich

Papaina y=0,001x+ 0,065 | 0,999 | 2,36.10° | 1,58

Prozin

Bromelina | y=0,002x + 0,076 0,10d 4,1440] 2,07

Prozin

mmoles/min/mL, unidade para enzima alcalase AF,dta as outras
enzimas a unidade utilizada é mmoles/min /g
Fonte: proprio autor
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Através dos Ultimos dois ensaios foi possivel olzsea
diferenca de seletividade das enzimas bromelinapaipa, apenas com
a modificacdo do residuo de aminoacido da posiddoséndo que a
fenilalanina com seu anel aromatico e hidrofobid&laapresentou
valores melhores para as papainas, e ja com axdeecsua estrutura
alifdtica pequena melhorou acéo da bromelina. Eroanos casos a
alcalase apresentou valores excelentes, mas cqmapeaina, sua acao
catalitica foi melhor no ensaio com N-Succinil-A&-Pro-Phe p-
nitroanilida.

4.2 DETERMINA(;OES FiSICO-QUIMICAS E MICROBILOGICAS
DA MATERIA-PRIMA
4.2.1 Composicao quimica

As avaliacdes realizadas em laboratério credencidd@m
sumarizados no quadro 07.

Quadro 07.Composigdo quimica da amostra de figado suinoetaa

Analise Fisico-Quimica Resultados
Amostra total % em Base Seca
Proteinas 21,24+1,409/100g 75,03
Lipideos 3,329/100g 11,73
Umidade e volateis 71,69g/100g
Residuo Mineral Fixo 1,569/100g 5,51

Fonte: proprio autor

O valor de proteina encontrado no quadro 07 fin@ximo do
méaximo da faixa de valores encontrados na litesajarmencionado no
item 2.2.2, o qual relaciona o contetido nutricioddl a quantidade de
lipideos fica proxima ao valor minimo da literatua que pode ser
explicado pelas melhorias genéticas aplicadas cizpia suina.



62

4.2.2 Determinacéo de pH

A determinagcdo de pH nas amostras de figado suino
descongeladas e diluidas com agua deionizada, ampméo de 1:1,
mostrou valores de 6,58 + 0,1; o que estad delaam GUERRERO-
LEGARRETA (2011) e JAY(2005) entreio natura de 6,99 epost
morten de 6,3. Conferindo também a ndo contaminacdo d&riss
lacticas ja que seu pH néo reduziu desta faixagderanca.

4.2.3 Andlise Microbioldgica

As avaliagbes realizadas em laboratério credencitmam
sumarizados no quadro 08.

Quadro 08. Resultados da Microbiologia das Amostras de Figado
Suino conservadasa -8+ 1°C.

Andlise microboldgica Resultado
Contagem de Clostridium sulfito <1,0x10 UFC/g
redutor

Contagem de Coliformes <1,0x10 UFC/g
termotolerantes (a 45°C)

Contagem de Coliformes Totais <1,0x10 UFC/g
Contagem de estafilococos coagulase <1,0x10 UFC/g
positiva

Contagem de mesofilos totais (36+1°C) <1,0x10 UFC/g

Pesquisa de&salmonelaspp. Auséncia em 259

Fonte: proprio autor

Como visto no quadro 08 as amostras apresentarsutiados
satisfatérios em todos os itens requisitados REC12 (ANVISA,
2011) para carnes resfriadas, ou congelaigasatura, de bovinos,
suinos e outros mamiferos (carcacas inteiras ciofradas, quartos ou
cortes); carnes moidas; miudos de bovinos, suirmgres mamiferos.
Demonstrando criacdo, abate e conservacdo adequadbsizando
microbiologicamente a amostra para 0s ensaios.
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4.3 HIDROLISE ENZIMATICA
4.3.1 Andlise do Delineamento Experimental

4.3.1.1 Proteina segundo método de extracdo pamredia de
solubilidade em solugdo tampédo fosfato 50 mM pH &,40lucéo
tampéao fosfato 50 mM pH 7,4 com NaCl 0,6 M .

Para os ensaios de grau de hidrélise, foram eeliz extracdes
com solucéo tampéo fosfeéado mM pH 7,4 e solugéo tampéo fosfa
mM pH 7,4 com NaCl 0,6 M segundo metodologia de NUCKE
colaboradores, os quais deram valores entre 14,88,3¥ g/100g de
amostra. Valores abaixos dos encontrados pelo métgedahl,
informado no item 5.2.1, de 21,24 + 1,40 g/ 100gsdabelados de
18,9-21,69/100g de amostra. Lembrando que a lifotatlp método de
Kjeldahl esta em ele se basear no célculo dogéitio organico total, o
gue ndo se limita aos relacionados com as proteinas também
aminodcidos livres, pequenos nucleotideos, &cidagcléicos,
aminoacucares, porfirinas, algumas vitaminas,|@tbes, uréia e ions
amonio.

4.3.1.2 Grau de hidrolise (GH) obtido com a enziapaina Prozin®

Os valores de grau de hidrélise obtidos com a emzpapaina
Prozin® utilizando o figado suino como substrato estdesgmtados no
quadro 09. O GH apresentou uma variacdo de 9,589,a8%.
Observando o menor valor quando a concentracaozima& tempo e
temperatura estavam no nivel -1, e que o0s maioseres se
encontraram no ponto central da temperatura, nel rda relacao
enzima/substrato e de tempo em +1.

Quadro 09. Valores de grau de hidrélise (GH) utilizando éigasuino
como substrato nos ensaios de hidrélise com a enzipaina Prozih

E EIS T T Resultados Média  Desvio
% °C (min) Padréo

1 -1 -1 -1 8,84 9,87 10,03 9,58 0.65

2 -1 -1 0 17,37 17,16 17,98 17,50 0,43

3 -1 -1 +1 28,15 21.66 23,74 24,52 3,31

4 -1 0 -1 20,54 19,90 20,30 20,25 0,32
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-1 0 0 24,24 22,68 26,58 24,50 1,96

-1 0 +1 46,38 33,18 32,07 37,20 7,97

-1+l 0 30,62 31,86 29,34 30,61 1,26

5
6
7 -1 +1 -1 23,39 24,22 24,77 24,13 0,69
8
g

-1+l +1 39,65 38,42 38,31 38,79 0,74

-1 -1 10,08 12,22 11,96 11,42 1,17

-1 0 19,34 19,83 18,83 19,33 0,50

-1 +1 28,46 25,81 27,13 27,13 1,33

0 -1 28,35 28,47 27,58 28,13 0,48

3548 35,19 33,15 34,61 1,27

0 +1 53,41 49,60 40,96 47,99 6,38

+1 -1 26,85 27,17 28,71 27,58 0,99

+1 0 29,60 29,39 28,71 29,23 0,47

|_\
D
OO0 0O|O0O|0|o|o|o
o
o

+1 +1 36,00 31,68 33,00 33,56 2,21

[EEN
©
+
=
1
=
1
=

13,84 14,26 15,77 14,62 1,02

20 +1 -1 0 17,04 17,08 1841 17,51 0,78
21 +1 -1 +1 25,66 22,23 22,52 23,59 1,82
22 +1 0 -1 23,72 22,31 2252 22,85 0,76
23 +1 0 0 39,91 36,21 37,18 37,77 1,92
24 +1 0 +1 56,97 45,08 4519 49,08 6,83

N
a1
+
=
+
=
1
[

24,97 23,92 22,10 23,66 1,45

N
(o)
+
[N
+
=
o

3585 36,44 33,36 35,22 1,63

27 +1 +1 +1 46,98 40,34 40,95 42,76 3,67

Sendo E: Ensaio, E/S %: Relagdo enzima/substratpoeoentagem; T
°C: temperatura, T (Min): tempo em minutos.
Fonte: proprio autor

Esses valores, registrados no quadro 09, de grahniddélise
confirmam a melhor faixa de acao de temperatuendana que é de 60
a 80°C, sendo que o maior porcentual de hidroliseefcontrada a
60°C, e reduzido na temperatura mais elevada gaqde ser explicado
pelo fato da variacdo da temperatura em =+ 5°Ceergunivel +1, o
valor tenha chego a 85°C desnaturando a enzimdrnagpaduzindo sua
atividade.
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A andlise estatistica ANOVA feito pelo programatiSte 7.0,
levando em consideracdo as relagfes lineares edtjcad de todas as
variaveis, resultou na seguinte tabela de sigmifigd(Quadro 10).

Quadro 10. Teste de SignificAncia ANOVA, com as rela¢cfesdirs e
quadraticas de todas as variaveis para enzimanzapaozift

Efeito Erro  t(74) p -95,% +95,%
padrao Limite Limite

Signif 34,00 1,219 27,90 0,00 31,6 36,43
/Interc.
E/S 2,15 0,564 3,81 0,00 1,0 3,27
(L)
E/S (Q) -1,26 0,977 -1,29 0,20 -3,2 0,68
T°C (L) 6,62 0,564 11,74 0,00 55 7,75
T°C (Q) -8,50 0,977 -8,69 0,00 -10,4 -6,55
T min 7,91 0,564 14,01 0,00 6,8 9,03
(L)
Tmin 0,65 0,977 0,67 0,51 -1,3 2,60
Q)

Sendo E: Ensaio, E/S %: Relagdo enzima/substratpoeoentagem; T
°C: temperatura, T (Min): tempo em minutos.
Fonte: proprio autor

E possivel verificar que os efeitos das relacbemdgticas de
temperatura e tempo foram menores que o F calcy®d®), sendo
evidenciado no diagrama de Pareto, Figura 10.
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Figura 10. Diagrama de Pareto, analise das variaveis do cermcgsmn
papaina Prozin®.
Par

eto a Standardized Effects, “fariable: “War5
3 3-level factors, 1 Blocks, 81 Runs; MS Residual=17,18814

ized Effect Estimate (Absolute Walue)

Standardiz: alue)
Fonte: proprio autor, a partir do programa Statistd

Desta forma, a analise foi refeita ignorando asacfss
quadraticas de temperatura e tempo. Resultandoo cgiste de
significAncia com acréscimo de graus de liberdade.
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Quadro 11. Teste de Significancia ANOVA, somente com as vaii
significativas para enzima papaina Pr8zin

Efeito  Erro t(76) p -95,% +95,%
padrdo Limite Limite

Signif 27,93 0,46 6059 0,00 27,02 28,85
/Interc.

E/S (L) 4,29 1,13 3,80 0,00 2,04 6,54

T°C 1325 1,13 11,73 0,00 11,00 15,50
(L)
T°C -850 098 869 000 655 1044
Q)

Tmin 1581 1,13 1400 000 1356 18,06
(L)

Coef. Erro -95% +95,%
padrdo Limite Limite

Coef.

Signif 27,93 0,46 27,02 28,85
/Interc.

E/S (L) 2,15 0,56 1,02 3,27
T°C 6,62 056 550 7,75
L)

T°C -4,25 0,49 3,27 5,22
Q)

Tmin 7,91 0,56 6,78 9,03
(L)

Sendo E: Ensaio, E/S %: Relagdo enzima/substratpoeoentagem; T
°C: temperatura, T (Min): tempo em minutos.
Fonte: proprio autor

Com esses coeficientes de regressao descritos adroqd 1, é
possivel chegar ao seguinte modelo matematico pqracdo de
determinacao de grau de hidrélise:

GH = 27,93 + 2,15 (E/S) + 6,62 (T°C) + 7,91 (T ming,25 (T°Cj

O que demonstra que todos os itens estudados,aneelgéo
linear, possuem significancia para o resultadal fda hidrélise, mas
que os fatores tempo e temperatura sdo de sumatémpia para o
alcance do objetivo em questdo, que é a hidrobseigd de 50% das
proteinas. Assim, foi optado por questdo econO6min®m relagcdo
enzima/substrato do ponto central de 2%, a 6@%@ @ garantia de ter
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uma temperatura 6tima de atividade enzimatica enmateracado do
complexo enzima-substrato e no maior tempo de oeadiado.

4.3.1.3 Grau de Hidrélise (GH) obtido com a enzim@melina Prozin®

Os valores de grau de hidrélise obtidos com a emfiromelina
Prozin® utilizando o figado suino como substrato estdesgmtados no
quadro 12. O GH apresentou uma variacdo de 10,445,85%.
Observando o menor valor quando a concentracaozima& tempo e
temperatura estavam no nivel -1, e que os maiocatmes foram
encontrados em dois ensaios, um com relacdo efszibsdrato no
ponto central com maiores tempo e temperatura eelagdo enzima
substrato em 4%, mas com a menor temperatura.

Quadro 12. Valores de grau de hidrélise (GH) utilizando figasliino
como substrato nos ensaios de hidrolise com a endmmelina
Prozirf.

Ens E/IS T T Resultados Média Desvio
% °C min Padréo
1 -1 -1 -1 10,22 10,45 10,68 10,45 0,23
2 -1 -1 0 12,11 12,12 12,77 12,33 0,38
3 -1 -1 +1 20,77 17,79 19,03 19,20 1,50
4 -1 0 -1 19,48 20,59 20,74 20,27 0,69
5 -1 0 0 25,22 26,61 27,10 26,31 0,98
6 -1 0 +1 39,61 38,31 37,85 38,59 0,91
7 -1 +1 -1 13,71 13,56 15,08 14,12 0,84
8 -1 +1 0 19,37 19,12 20,05 19,51 0,48
9 -1 +1 +1 23,70 2255 23,16 23,14 0,58
10 0 -1 -1 13,53 13,71 13,93 13,72 0,20
11 0 -1 0 15,19 15,15 15,91 15,42 0,43
12 0 -1 +1 23,65 20,76 22,21 22,21 1,45
13 0 0 -1 17,35 18,07 16,20 17,21 0,94
14 0 0 0 21,07 2157 21,29 21,31 0,25
15 0 0 +1 27,03 26,96 25,18 26,39 1,05
16 0 +1 -1 16,33 17,55 16,90 16,93 0,61
17 0 +1 0 34,69 34,03 34,52 34,41 0,34
0

+1 +1 43,18 40,78 41,80 41,92 1,20

19 +1 -1 -1 2588 28,85 27,30 27,34 1,49

20 +1 -1 0 38,18 39,66 37,68 38,51 1,03

21 +1 -1 +1 48,77 43,00 4550 45,75 2,89
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22 +1 0 -1 2091 22,71 2225 21,96 0,94

23 +1 0 0 2559 24,52 26,00 2537 0,76

24  +1 0 +1 34,03 31,10 32,05 32,39 1,49

25 +1 41 -1 2261 23,72 23,15 23,16 0,56

26 +1 41 0 30,78 29,45 29,53 29,92 0,75

27 +1 +1 +1 3474 39,95 34,83 36,51 2,98

Sendo E: Ensaio, E/S %: Relagdo enzima/substratpoeoentagem; T
°C: temperatura, T (Min): tempo em minutos.
Fonte: proprio autor

Os ensaios com a enzima bromelina demonstram pedalies,
apresentado pelo teste de significancia - ANOVAof@ielo programa
Statistic 7, mostrado no quadro 13.

Quadrrig 13. Teste de Significancia ANOVA para enzima bromelina
Prozi

Efeito  Erro t(74) p -95,% +95,%
Padrédo Limite Limite

Signif 24,98 0,68 36,57 0,00 23,61 26,34
/Interc.

E/S(L) 10,78 1,67 6,44 0,00 7,44 14,11

E/S(Q) -2,54 145 -1,76 0,08 -543 0,34

T°C(L) 3,85 1,67 2,30 0,02 0,52 7,19

T °C(Q) 0,84 1,45 0,58 0,57 -2,05 3,72

Tmin 1344 167 803 000 10,10 16,77
(L)
Tmin -028 145 -019 085 317 261
Q)

Sendo E: Ensaio, E/S %: Relacdo enzima/substratpogcentagem; T
°C: temperatura, T (Min): tempo em minutos.
Fonte: proprio autor

Nota-se que os efeitos das relacdes quadraticatodies as
variaveis foram menores que o F calculado (3,12)deeciado a
sequéncia de significancia das variaveis no diagrdenPareto, Figura
11.
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Figura 11. Diagrama de Pareto, analise das variaveis do cermcgsmn
bromelina Prozin®.
Pareto Chart of Stand

ized E ffect Estimate (Absolute Value)

Fonte: proprio autor, a partir do programa Statigtd

O Teste de Pareto evidencia o fato de que as teinpas
avaliadas nos ensaios ndo mostraram ser fatorcampé para melhores
hidrélises, mas sim a relacdo enzima/substratdeenpo de reacdo. E
retirando da andlise as relagdes quadraticas géificativas, obteve-se
novos valores de coeficientes de regresséo conr igiao de liberdade,
descritos no quadro 14.



71

Quadro 14. Teste de Significancia ANOVA, somente com asavegiis
significativas para enzima bromelina PrSzin

Efeito  Erro t(77) p -95,% +95,%
Padrao Limite Limite

Signif 24,98 0,68 36,46 0,00 23,61 26,34
/Interc.

(1E/S(L) 10,78 1,68 6,42 000 7,44 14,12

()T°C(L) 385 1,68 2,30 002 051 7,19

;T 13,44 1,68 8,01 0,00 10,10 16,78
min(L)

Coef. Erro -95,% +95,%
Padrdao Limite Limite
Coef.

Signif 24,98 0,68 23,61 26,34
/Interc.

(WE/S(L) 539 084 3,72 7,06

(T°C(L) 193 0,84 026 3,60

(3)T min 672 084 505 839
(L)

Sendo E: Ensaio, E/S %: Relacdo enzima/substratpoeoentagem; T
°C: temperatura, T (Min): tempo em minutos.
Fonte: proprio autor

Com esses coeficientes de regresséo descritos adroqd4, é
possivel chegar ao seguinte modelo matematico pgracéo de
determinacédo de grau de hidrdlise:

GH = 24,98 + 5,39 (E/S) +1,93 (T°C) + 13,44 (T min)

Por isso, para a producdo do hidrolisado em que$tdiam
escolhidos o ponto central da porcentagem de erzit@aperatura com
0 tempo prolongado, similar as escolhas feitas a&mzima papaina.
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4.4 DETERMINACOES FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS
LIOFILIZADAS

4.4.1 Composicao Quimica das amostras liofilizadas

As avaliagdes realizadas em laboratério credenciadam
sumarizadas no quadro 15.

Quadro 15. Valores de proteinas, lipideos, umidade e vaatesiduo
mineral fixo das amostras hidrolisadas e liofilaade figado suino.

Resultados de Liofilizados dos Hidrolisados com
as seguintes enzimas:

Analise Fisico- Papaina Bromelina
Quimica Amostra total % em  Amostra % em
Base total Base
Seca Seca
Proteinas 66,749/100g 72,73 65,78 72,22
0/100g
Lipideos 12,75g/100g 13,89 13,27 14,57
g/100g
Umidade e 8,249/100g 8,94 g/100g
volateis

Residuo Mineral  5,98g/100g 6,52 5,33 g/100g 5,85
Fixo

Fonte: proprio autor.

Comparando os valores antes e ap0s processo daideide
liofilizacdo, quadros 07 e 15, verifica-se a siguaifiva reducdo de
umidade de mais de 70% para menos de 10%, torr@ngd com
maior estabilidade e maior seguranca microbiologida nas
comparacgfes de percentuais em célculos em basg éedsto uma
reducdo de proteinas de 2,30% na amostra tratadapepaina e de
2,81% na amostra hidrolisada com bromelina. No rfdipidico
houveram aumentos similares em ambos hidrolisal#2,16% para a
produzida com papaina e de 2,84% para a de brandiina maior
diferenca das amostras esta entre os aumentosideaenineral fixo,
sendo o maior registrado na de papaina (1,01%udagle bromelina
(0,34%).
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4.4.2 Determinacao de ferro total e ferro-heme

Através da curva de calibragcdo de Hematina Pordm® a
50pg/mL, foi possivel uma equacéo de reta Y=0,9808582 com R
= 0,9982. Assim os valores de hematina encontradesmostras estao
transcritos no quadro 16.

Quadro 16. Valores da concentracdo de hematina (ug/mL) gadéi
suino, hidrolisados e liofilizados de cada enzima.

Amostra Abs640nm pg de Vol [Hematina]
Hematina (mL) png/mL

Figado 0,64+0,08 19,27 2,33 8,23

descongelado

Hidrolisado com 0,57+0,04 16,92 3,30 5,13

Papaina

Hidro + Liofilizado  0,54%0,07 15,85 2,80 5,66

com Papaina

Hidrolisado com 0,61+0,05 18,24 3,55 5,14

Bromelina

Hidro + Liofilizado  0,52+0,06 15,29 2,90 5,27

com Bromelina

Fonte: proprio autor

Calculando o contetudo de Ferro-Heme pela equacéo:

HFe (ug/g) = conteddo de Hematina (ug/mL) x (AW/MW)

Onde AW ¢ igual a massa atbmica do ferro e MW asaas
molecular da hematina. A relacao entre o ferrogmesna hematina é

considerado como 0,0882ug HFe/ pg de hematina. [iReda os
seguintes valores de ferro-heme (quadro 17).
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Quadro 17.Valores de ferro-total e ferro-heme das amostras.

Amostra Resultados das Analises
Ferro Total Ferro-Heme
Figado Suino 0,73 ug/g
Papaina  Hidrolisado 0,45 pg/g
Hidrolisado e 41,72mg/100g 0,50 ng/g
Liofilizado
Bromelina Hidrolisado 0,45 ug/g
Hidrolisado e 42,56mg/100g 0,46 ug/g
Liofilizado

Fonte: proprio autor

Comparando os valores entre ferro total e ferroehémisto que
a parte biodisponivel representa apenas 0,0000d%odb. E em
relacdo somente ao ferro-heme e seus valores rasgramlevando em
consideracao o teor de umidade em cada uma dgdescéptivel que o
processo de hidrolise reduz em torno de 40% a igiaalet de ferro
biodisponivel, e a liofilizagdo diminuiu mais odoras na faixa de 60%.
Desta maneira, conclui-se que os procedimentozaealk na amostra,
nao apenas a hidrolise mas também a liofilizacdmperam a
integridade da estrutura das proteinas quelantisrde

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DO PROCESSO

Para avaliacdo de seguranca do processo, O testesercao de
um inoculo conhecido demonstrou que a eficiéncieedacéo da carga
microbiana se deve a inativagdo enzimatica por @lb00°C por 15
minutos, como observado no quadro 18.



75

Quadro 18. Valores de Unidade Formadoras de Coldnia por I0g
amostra, no ensaio de seguranca microbioldgica reepso com
insercao de inéculo conhecido.

Amostras em triplicata Resultados em UFC/100g de arstra

Sem Papaina Bromelina
enzima

Tempo zero: incubacdo  1,60x10 1,54x10 1,52x10

Ap6s Hidrélise de 4 0,61x10 0,51x10 1,82x10

horas

Ap6s inativacdo 1,84x10 <1,0x10 <1,0x10

enzimatica

O hidrolisado no momento final da reagéo, sem paetie
inativacdo térmica, nao possui qualidade micrahigpie é recuperada
apos os 15 minutos a 100°C. O que ndo isenta assidade de
sanitizacdo de todos os equipamentos utilizadgwo@ducdo e garantia
da procedéncia da amostra.
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5 CONCLUSAO

Os ensaios de atividade enzimatica com substratéipo como
a caseina e com os sintéticos, derivados-ditroanilida demonstraram
a particularidade de cada uma das enzimas estudadaisirolise de
caseina registrou maiores valores para a subdlisiicrobiana alcalase
AF 2.4L, seguida com um décimo do valor de UAP pedgaina
analitica, e por fim as peptidases cisteinicas siidus papaina e
bromelina com 1% do valor de UAP da primeira enzirkases
resultados reforcam a acertividade da escolha daisnas, ja que o
intuito era uma hidrélise parcial em condi¢des besncom paralizacéo
através de um aumento de temperatura em um brpaeade tempo.

As reacgbes com o0s substratos derivados peatroanilida
demonstraram que certas modificacbes na estrut@wiBnech a
singularidade de acdo das enzimas proteoliticgsinmeiro ensaio com
N-Benzoil-DL-Arginina p-nitroanilida mostrou ser especifico para as
papainas tendo valor 10 vezes maior para a amalifid com os
substratos N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Plenitroanilida e N-Succinil-Ala-
Ala-Pro-Leu p-nitroanilida, foi possivel notar que a mudanca do
aminoacido fenilalanina por leucina na posicaairhentou a acdo da
bromelina, reduzindo a acdo das papainas, inalteran acdo da
alcalase, com maior valor de atividade entre todas.

Nos ensaios com a amostra utilizando apenas asdasgs
cisteinicas industriais, variando temperatura, temp relagéo
enzima/substrato foram obtidos varios produtos dierentes graus de
hidrélise, e em ambas as enzimas mostraram que mestéaixa de
temperatura ideal e o tempo de quatro horas éiestiic para a
protedlise alcancar o grau de hidrélise desejads. dNerencas
encontradas nesse ensaio entre as enzimas & guenaliba possui
maior acdo que a papaina em faixa de temperatwensres, atuando a
40°C com uma porcentagem maior de enzima simi&i°&€ com nivel
médio de enzima.

A avaliacdo microbiologica da amostra inicial iraiama
excelente condi¢do sanitéria tanto do inicio dacéiw do animal até a
coleta do érgéo na linha de abate, como tambéradicionamento,
validando-a nesse parametro para o processo. Elagdo ao teste com
in6culo conhecido em amostras que passaram pelamaseetapas,
demonstrou que caso houvesse uma contaminacdo,apa eate
interrupcéo da hidrdlise, isto €, aumento da teatpea a 100°C por 15
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minutos, manteria os valores de unidades formadigasolénia deE.
coli dentro dos limites indicados pela RDC 12/2001.

Os hidrolisados parciais liofilizados produzidoemmcambas as
enzimas, comparados com as amostras de figadoimlss stesultaram
em uma reducgéo de aproximados 70% para menosdaléwmidade
e 2% de proteinas em base seca, tanto com a papaima com a
bromelina.

Ao final, obtiveram-se dois péds qualificados colito aeor
protéico e seguro microbiologicamente, para fut@stsidos e possivel
inclusdo em formulacdes alimenticias.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Para maiores elucidacdes e garantias de qualidselgueanca

sobre o hidrolisado encontrado faz necessario ®etmeaios como:

Avaliacao toxicolégica da amostra inicial e do pradfinal em
relacdo as micotoxinas: ocratoxina, zearalenori@sinas;
Andlise de tracos de Ractopamina, muitos estudmstes (2015)
estdo desenvolvendo métodos para determinar esgm dm
diferentes tecidos suinos e avaliando seus efeitis fibras
musculares e proteomas sarcoplasmaticos desteaianim
Doseamento das vitaminas A e do complexo B antapés o
processo, alguns estudos como de SZTERK et al2[2B5TEVE
et al. (2001), ESCRIVA et al. (2001), entre outjésdemonstrou
que extracdo com fluido super critico e cromotégriifuida de
alta eficiéncia com fase reversa obteriam dadosfigigtivos para
a comparacgéo das amostras.

Aprimoramento da técnica de eletroforese em gel patdleteccéo
dos hidrolisados parciais e averiguacdo dos tansanthos
polipeptideos resultantes.

Aquisicdo de um sistema reator, com controle depéeatura e
agitacdo, havendo a possibilidade de insercéo ofrada da
enzima, assim produzindo diferentes hidrolisados.

Por fim, avaliacdo das propriedades funcionais racteristicas
sensoriais das amostras hidrolisadas e liofilizadamferindo
atributos de matéria-prima com desenvolvimentorddyio.
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