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Avaliacao de hidrolisado de pena de frango como meio
de cultivo visando a obteng¢ao de biofilme celuldsico

Evaluation of chicken feather hydrolysate as a culture
medium for obtaining cellulosic biofilm
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. abundantes que os produtos em si. Contrapondo esse paradigma, o presente trabalho
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hidrdlise alcalina foram propostas a fim de se processar o conteudo proteico desse material,
além de avaliar o efeito dessas peptonas na formulacdo de meios de cultivo para producéo
de celulose bacteriana. De acordo com os resultados, ambos os lotes apresentaram
umidade homogénea (3 a 5%) e conteudo proteico médio avaliado de 62%.
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Internacional. of two lots of residual feathers from poultry production evaluating its utilization as peptone
source. For that, different alkaline hydrolysis conditions were proposed for analyze the
protein content of this material. Also, it was proposed to evaluate the effect of such

peptones in the formulation of culture media to produce bacterial cellulose. According to
the results, the moisture was determined as being homogenous in both lots, ranging
between 3 to 5%, and the average protein content evaluated was of 62%.
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INTRODUCAO

Contrapondo-se a tradicdo do modelo econémico linear, uma das abordagens
propostas pelo conceito de economia circular sugere reintroduzir residuos
industriais como matéria prima em outros processos, instaurando uma
complementaridade em diferentes setores, buscando dessa forma, fechar os ciclos
produtivos (HOFMANN, 2019). Sob essa dptica, esse trabalho enfoca o potencial
da extragdo de queratina de penas residuais da indUstria avicola.

As penas se destacam pela abundéancia de sua matéria proteica, que pode ser
processada em diversos produtos (CALLEGARO, 2019; FEROZ, 2020). Ressalta-se
ainda que o Brasil é atualmente o segundo maior produtor de carne de frango no
mundo, tendo produzido em 2019 mais de treze milhdes de toneladas, sendo cerca
de 35% dessa producdo oriunda do estado Parand (ABPA, 2020). Considerando que
as penas representam de 5 a 10% do peso das aves, evidencia-se a magnitude do
acumulo desse residuo em niveis nacionais e regionais (CALLEGARO, 2019).

A queratina representa 90% da composi¢do das penas, sendo uma proteina
altamente estavel, devido as ligacdes de enxofre presentes em sua estrutura.
Devido a essa estabilidade, ela se apresenta como um problema ambiental
considerando a baixa degradabilidade desse material (SHAVANDI, 2017). Ainda
mais quando se leva em conta que a incineragdo e o aterramento sdo algumas das
principais formas de descarte desse residuo, contaminando solos e emitindo gases
poluentes, respectivamente (CALLEGARO, 2019; SHARMA, 2016).

Esse trabalho foca no emprego de hidrdlise alcalina como forma de processar
essa proteina, degradando as ligagbes dissulfidicas, aumentando a
biodisponibilidade do nitrogénio presente na estrutura molecular, podendo-se
assim aplicar o hidrolisado resultante, como possivel fonte de peptona de baixo
custo na formulagao de meios de cultivo.

MATERIAIS E METODOS

As penas foram obtidas mediante doa¢Ges das granjas Fiametti (lote A) e
Zenor Alfonso Turra (lote B) situadas na regido oeste paranaense. Higienizou-se os
materiais recebidos decantando os residuos sucessivamente em 3agua com
hipoclorito de sddio. Em seguida, as penas higienizadas foram lavadas em agua
corrente e levou-se a estufa a 60 °C por 48 horas. Depois de secas, triturou-se em
liquidificador até que se chegasse a consisténcia de farinha. Por fim, separou-se a
farinha em dois lotes respectivos a cada granja, que foram caracterizados e
utilizados nos ensaios de hidrélise.

Para a caracterizacdo da farinha de penas, foram realizados dois testes
relativos ao teor de umidade e teor de nitrogénio, conforme descrito a seguir.

Para o teor de umidade foi avaliado por teste de perda de dgua por secagem
direta em estufa. Para isso, pesou-se amostras de 0,5 gramas de cada lote, em
triplicata, introduzindo-as em seis cadinhos de porcelana previamente tarados.
Posteriormente, introduziu-se os cadinhos em estufa a 602 C e, em intervalos de
duas horas, os cadinhos foram retirados da estufa, colocados em dessecador
durante 30 minutos e entdao pesados.
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O teor de umidade foi calculado utilizando a férmula expressa na Equagdo 1
(KOCK, 2006):

u=""m 100 (1)

Mm

onde m representa a massa Umida registrada na primeira pesagem, antes de
colocar a amostra na estufa, em gramas; m,, representa o valor minimo medido,
em gramas; e U simboliza a porcentagem de umidade contida nas amostras.

A determinagdo de nitrogénio total foi realizada através do método macro-
Kjeldahl (MAPA, 2009). O teste foi feito em triplicata, realizando-se trés
amostragens de cada um dos dois lotes, pesando-se 0,5 gramas da farinha de
penas. As etapas de digestdo e destilacdo foram realizadas segundo a Instrucdo
Normativa do MAPA (2009). Por fim, os conteludos coletados nos frascos
Erlenmeyers foram titulados com solucdo padronizada de HCl 0,1 mol L™ (MAPA,
2009).

O calculo do teor de nitrogénio das amostras foi realizado através da Equacao
2 (MAPA, 2009):

N%:W*f*loo (2)
m

onde: N% é o percentual de nitrogénio; M representa a concentragdo molar
tedrica da solucdo de &cido cloridrico em mol L} V é o volume de 4cido utilizado
na titulacdo, em mL; Vo é o volume de dacido utilizado no branco, em mL; m
representa a massa da amostra, em g; e f é o fator de corre¢do da solugdo de acido
cloridrico.

A concentragdo de proteina pode ser calculada indiretamente a partir do teor
de nitrogénio, através da Equacdo 3 (MAPA, 2009):

PT%= ON;/‘;=N%*6,25 (3)

Nessa férmula, a constante surge devido ao fato de a literatura apontar que a
constituicdo de aminodcidos é de aproximadamente 16% de nitrogénio (FAO,
2003).

Realizou-se ensaios preliminares de hidrdlise, variando a razdo entre massa de
penas e volume de solugdo hidrolisante, e a base alcalina utilizada (NaOH e KOH).
A reacdo foi realizada em shaker, sob agitacdo de 200 rpm, a 60° C, durante 24
horas, baseando-se em diferentes condicGes de processo previamente estudadas
(ORAK, 2018; DALEV, 1995; TASKIN, 2012). Posteriormente, transferiu-se os
hidrolisados obtidos para tubos Falcon, centrifugando-os a 3000 rpm durante dez
minutos (COWARD-KELLY, 2006). Em seguida, separou-se o sobrenadante do
precipitado e aferiu-se o pH de cada hidrolisado com pHmetro. Neutralizou-se as
amostras com acido sulfurico P.A. e congelou-as em freezer para analises futuras
de teor de proteinas, nitrogénio e umidade, conforme ja descrito anteriormente.

Posteriormente, novos ensaios de hidrdlise foram realizados baseando-se em
um planejamento estatistico fatorial completo 22, a fim de se estudar os efeitos
da razdo sdlido/liquido e da agitacdo. Os niveis escolhidos para a razdo foram de
1:2,5 e 1:1,5 (m/v) de gramas de penas e mL de solugdo de hidrdlise. Para a
agitacao, variou-se entre 200 e 150 rpm. A temperatura, o tempo de processo,
bem como a base utilizada foram 60° C, 24 horas e NaOH (2,5 M), respectivamente.
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Realizou-se ainda outros dois ensaios de hidrélise alcalina, um seguindo a
metodologia proposta por Orak et al. (2018) e outro adaptando-a, introduzindo a
agitacdo como varidvel. A metodologia utilizada estd esquematizada no
fluxograma da Figura 1.

Figura 1. Fluxograma da metodologia do ensaio de hidrdlise.

Adicdo de 1,25 g de farinha de penas + 7,5 mL de NaOH (2,5 N) - em seis
frascos

(t=0h) Introducdo de trés frascos em (t=0 h) Introducdo de trés frascos
estufa a 60°C (Orak, 2018) em shaker a 60°C e 200 rpm

(t=6h)+1,25 g de farinha Je penas em todos os frascos
A4

(t=12h)+ 1,25 g de farinha de penas em todos os frascos
\

(t=18 h) + 1,25 g de farinha de penas em todos os frascos
\

(t=24h)+ 10 mL de agua em todos os frascos, homogeneiza¢cdo manual
do conteldo e re-introdugdo em estufa a 120°C

N

(t =28 h) Coleta do hidrolisado obtido, neutralizacao e
armazenamento das amostras

Fonte: Autoria prépria (2020).

Ao final da hidrdlise (t=28h), os frascos foram pesados e transferiu-se os
conteudos para tubos Falcon. Aferiu-se o pH dos hidrolisados e neutralizou-se as
amostras com acido fosférico 85% P.A. Em seguida, os frascos foram armazenados
no freezer para futuras andlises de teor de proteinas, nitrogénio e umidade,
conforme metodologia descrita anteriormente.

Todas as avaliagOes estatisticas foram realizadas empregando-se o sotfware
Minitab® Statistical Software, a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Registrou-se um intervalo de 3 a 5% de umidade, independente do lote (A ou
B), conforme apresentado na Tabela 1. A literatura referente a umidade de penas
varia bastante, provavelmente devido a variedade de metodologias distintas que
sdo utilizadas para essa determinacgdo e diferencas inerentes a cada pena. Ainda
assim, a umidade registrada esta dentro do intervalo estabelecido pela literatura
consultada, que reporta médias dentre 1 a 20% (ALONSO, 2013; HERNANDEZ,
2005; KAR, 2004; KOCK, 2006; PASAYEV, 2017).

Porém, um efeito observado colocou em duvidas a validade da metodologia,
visto que ao se colocar as amostras na balanga, a massa registrada variou em
questdo de instantes, indicando um acréscimo gradativo ao longo do tempo,
embora tenha se utilizado a mesma balanca para todas as pesagens, fechando-a
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para evitar o fluxo de ar. Isso poderia representar a reabsorcdao da umidade. Por
vezes, enquanto eram pesadas, as amostras incrementavam-se em massa, o que
gerou uma discrepancia nas pesagens subsequentes de uma mesma amostra. Por
este motivo, alguns valores registrados em tempos posteriores sdo iguais ou até
mesmo superiores as medicOes realizadas antes em uma mesma amostra. A
recorréncia do aumento de peso registrado na balanga suscita davidas quanto a
vedacgdo do dessecador, que pode ter sido um erro associado a esse experimento.
Considerando a higroscopicidade das penas, um teste alternativo que poderia se
mostrar mais confidvel seria a determinagao através de balanca de infravermelho.

Tabela 1 —Teor de umidade da farinha de penas.

Lotes Amostra Umidade (%) Meédia * Erro padrao

1 5,096

A 2 4,79 4,763 + 0,002°
3 4,405
4 4,49603

B 5 3,28303 3,572 +0,004732
6 2,93578

Fonte: Autoria prépria (2020).

Ainda assim, a fim de se melhor entender os resultados, empregou-se o
software Minitab® Statistical Software para testar a normalidade dos valores
calculados para umidade de cada amostra e as diferengas das médias de umidade
de cada lote. Através de teste de normalidade Anderson-Darling confirmou-se com
95% de confianga, que as amostras de ambos os lotes seguem uma distribui¢do
normal, visto que em todos os casos o valor-p foi superior ao nivel de significancia
de 0,05.

Posteriormente, aplicou-se teste t de Student para duas amostras, avaliando
se as diferencas entre as umidades médias de cada lote eram estatisticamente
significativas. O valor-p do teste foi superior a 0,05, ndo havendo evidéncias
suficientes para rejeitar a hipdtese de que a umidade nos lotes é estatisticamente
homogénea.

Tabela 2 — Proteinas totais na farinha de penas.

Amostra PT% Média PT% # Erro
(]

padrao
1 40,4
Lote A 2 62,5 61,5+ 122
3 81,5
4 59,5
Lote B 5 73,3 62,3+5,72
6 54,1

Fonte: Autoria prépria (2020).

Os dados obtidos referentes ao teor de proteinas na farinha de penas estdo
na Tabela 2. Avaliou-se a normalidade das amostras de ambos os lotes, concluindo-
se que os volumes titulados para ambos os lotes se distribuiram normalmente.
Realizou-se também um teste t de Student para duas amostras, e foi verificado a
significancia estatistica da diferenca entre as médias dos dois lotes. Segundo a
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estatistica do teste, o valor-p de 0,955 estd fora da zona critica, indicando que ndo
houve evidéncias significantes para rejeitar essa hipdtese, o que sugere que o teor
de nitrogénio dos dois lotes pode ser considerado homogéneo.

A média entre os teores de nitrogénio total foi calculada, obtendo-se
resultado de 9,7 %. Com esse resultado, calculou-se teor de proteinas totais de 62
%, através da Equacdo 3. Em geral, a literatura aponta que as penas apresentam
um conteudo proteico dentro de um intervalo de 85-90% (PEDRAM RAD, 2012; YU,
2004; PAPADOPQULOS, 1985). Infere-se que provavelmente houve um erro
associado ao procedimento e uma possivel explicacdo para isso é que, ao usar
acido bérico como solugdo receptora da amoénia destilada, deve-se titular logo
apds a coleta da amostra, evitando a volatilizagdo da aménia obtida (SAEZ-PLAZA,
2013).

Com relagdo as analises dos ensaios de hidrélise, s6 foi possivel realizar a
quantificacdo de proteina para a primeira amostra do ensaio preliminar. Os
resultados apresentados referem-se, portanto, a aplicacdo do método Kjeldahl em
um unico frasco do primeiro ensaio de hidrdlise realizado e estdo elencados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Conteldo proteico do hidrolisado do ensaio preliminar.

Amostra PT% Média + Erro

padrao
1 6,985281
Ensaio 1 2 11,47582 9,6+1,35
3 10,31161

Fonte: Autoria prépria (2020).

Nesse caso, novamente utilizando-se a Equacdo 2, o valor calculado para o
percentual de nitrogénio na amostra foi de 1,53%, chegando-se, através da
Equagdo 3, em 9,6 % de conteldo proteico. Orak et al. (2018) hidrolisou de 95 g de
penas trituradas em 150 mL de KOH, obtendo peptonas contendo 67,2% de
proteinas. A diferenga desses valores pode ser explicada devida a diluicdo da
amostra utilizada no presente estudo, sendo que, na metodologia citada, os
hidrolisados obtidos foram evaporados, tornando-se mais concentrados. Estudos
anteriores corroboram essa hipétese, visto que nessas metodologias, o hidrolisado
de chifres de carneiro - que é um material composto majoritariamente de células
queratinizadas tal qual as penas - foi diluido ajustando seu volume para 400 mL,
observando-se nesse caso teores proteicos em um intervalo de 5,5 a 6,1%
(KURBANOGLU, 2002, 2003a, 2003b).

Uma consideragao sobre o processo é a de que a elevada volumosidade das
penas possivelmente dificultou a transferéncia de massa da reag¢do. Assim, quando
a solucdo hidrolisante estava em volumes menores, ndo foi capaz de se difundir
eficientemente pelo material. Por isso, os contelddos dos frascos com as menores
razdes sélido/liquido foram os Unicos que apresentaram penas nao digeridas, que
ficaram grudadas nas laterais dos recipientes, conforme os resultados do ensaio
preliminar (andlise visual — Fotos ndo apresentadas).

Era esperado que nos ensaios em que se utilizou um maior volume de
solucdo hidrolisante, haveria um maior conteldo de cinzas, proveniente do
incremento no numero absoluto de minerais, presentes nas bases da hidrdlise
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alcalina e, posteriormente, nos acidos da neutralizacdo (ORAK, 2018;
KURBANOGLU, 2003b). Além disso, esperava-se que o rendimento da reacdo e o
teor total de nitrogénio fossem maiores nos frascos que nao apresentaram penas
residuais nas paredes. Como ndo foi realizada a quantificacdo de proteinas nos
frascos contendo KOH, nao foi possivel avaliar o efeito dessa base alcalina sobre o
processo de hidrdlise.

CONCLUSAO

Dentre os diferentes métodos para a extracdo da queratina das penas de
frango, a hidrdlise alcalina se apresenta como uma das técnicas mais simples e
econdbmicas em comparac¢do a outros métodos citados na literatura. De acordo
com os resultados foi possivel obter 9,6% de contelddo proteico ainda nos ensaios
preliminares, o que mostra o potencial deste material para a obtenc¢do de peptona.
Outra consideragdo é de que, devido ao fendmeno observado na determinagdo da
umidade das penas trituradas, esse teste fosse refeito, zelando especialmente em
relacdo a vedacdo do dessecador, bem como com a integridade da acdo do
dessecante utilizado no equipamento.

A literatura aponta que as penas descartadas pela indUstria avicola se
apresentam como uma grande oportunidade tecnoldgica, tendo uma composi¢ao
quimica que as confere o potencial de incorporacdo em diversos processos
produtivos, ao mesmo tempo em que se reduz a magnitude do impacto ambiental
que esse residuo proporciona atualmente.

No caso de hidrdlises alcalinas, é conhecido que a concentracdo de reagentes
é um fator determinante tanto para o favorecimento da solubilizagdo da queratina,
bem como para a degradacdo de aminodcidos presentes (DALEV, 1994). Dessa
forma, se torna interessante a andlise da composicdo de aminoacidos da matéria
prima inicial e do hidrolisado obtido, permitindo assim a deteccdao de possiveis
influéncias do tratamento sobre a perda de determinados aminoacidos.
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