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RESUMO

Entre os principais residuos do abate de frangos tem-se destaque para as visceras, penas € sangue que
nao sdo destinadas para consumo humano. Este estudo visou avaliar a obtengao de proteases, a-amilase
e lipases de visceras de frango. Foi estudada a extracdo de protease, a-amilase e lipase da preparagao
bruta de pancreas e duodeno de frangos, hidrélise de proteinas, amido e Oleos pelas preparacdes
enzimadticas, purificagdo parcial e aplicagdo da protease. Foi testada a extragdo de enzimas por
homogeneizacao da preparagdo bruta com agua destilada; tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo
0,5mMol de CaCly; solucao 0,9% de NaCl e tampao Tris-HCI 0,05 mMol/L pH 8,0 contendo 5S0mMol
de CaCl,. Obteve-se maior extragdo de protease, a-amilase e lipase por homogeneizagdo da preparagio
bruta de pancreas e duodeno de frangos usando agua destilada a 4°C na propor¢do 1:1 (m:v) e agitagdo
manual por 5 minutos, sendo obtido valores de atividade especifica de 12.888,50, 1.581,11 ¢ 1.308,61
U/mL, respectivamente. Entre os solventes organicos acetona, dlcool isopropilico e etanol testados para
a precipitacdo das enzimas foi obtido melhor resultado usando acetona. Para a obtengdo de preparagao
de proteases foi obtido melhor resultado (9.958,80+£73,50 U/mL e recuperacdo de 77,27%), por
homogeneizagdo da preparagdo bruta de pancreas e duodeno de frangos com agua destilada (4 °C) na
proporgao 1:1 (m:v) e precipitagdo com acetona na propor¢ao 1:2 (v:v). Os hidrolisados de albumina de
ovo obtidos com proteases de preparacdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos extraidas com
agua (4 °C) e precipitacdo com acetona, etanol ou alcool isopropilico apresentaram maior percentual de
proteina soluvel em TCA (48,96+0,08 a 49,99+0,37%), comparada com os hidrolisados de caseina
(35,87+1,17 a 38,93+1,41%) e farinha de visceras de frangos (38,77+0,42a 44,95+0,91%), indicando
que a albumina de ovo foi hidrolisada de forma mais eficiente que a caseina e farinha de visceras de
frangos. Na temperatura de 37°C o amido de milho apresentou menor susceptibilidade as o-amilases
das preparacdes de pancreas e duodeno de frangos, comparado com os amidos de mandioca, batata,
amido de milho com alto teor de amilose, amido de milho ceroso e amido de arroz ceroso. As
preparagdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos mostraram atividade de lipase similar na
hidrolise de azeite de oliva, 6leo de milho e d6leo de soja. A protease de pancreas e duodeno de frangos
parcialmente purificada por filtragdo em gel Sephadex G-100 apresentou maior atividade enzimatica a
54 a 56°C e pH 7,0 e estabilidade na faixa de pH 7,0 a 9,0 em temperaturas inferiores a 48°C. Os
hidrolisados de proteinas de feijao fava obtidos com protease parcialmente purificada de pancreas e
duodeno de frangos apresentaram maior atividade antioxidante, estimada pelos métodos do radical
DPPH e FRAP, comparado com os hidrolisados de proteinas de semente de abobora, arroz e ervilha. As
visceras de frangos apresentam alto potencial para a obtencdo de protease, a-amilase e lipase.

Palavras chaves: Pancreas; duodeno; purificagdo; a-amilase; lipase.



ABSTRACT

Among the main residues from poultry slaughter, viscera, feathers and blood stand out, which are not
intended for human consumption. This study aimed to evaluate the obtention of proteases, a-amylase
and lipases from chicken viscera. The extraction of protease, a-amylase and lipase from the crude
preparation of chicken pancreas and duodenum, hydrolysis of proteins, starch and oils by enzymatic
preparations, partial purification and application of protease was studied. The extraction of enzymes by
homogenization of the crude extract of pancreas and duodenum of chickens was tested with: distilled
water; phosphate buffer 0.05 Mol/L pH 7.0 containing 0.5mM CaCl; 0.9% NaCl solution and Tris-HCI
buffer 0.05 mMol/L pH 8.0 containing 50 mM CaCl,. Among the methods evaluated, the highest
extraction of protease, a-amylase and lipase was obtained by homogenization of the crude extract of
pancreas and duodenum of chickens using distilled water at 40C in the proportion 1:1 (m:v) and manual
agitation for 5 minutes, obtaining specific activity values of 12,888.50, 1,581.11 and 1,308.61 U/mL,
respectively. Among the organic solvents acetone, isopropyl alcohol and ethanol were tested for enzyme
precipitation, the best result was obtained using acetone. To obtain the preparation of proteases, the best
result was obtained (9,958.80 + 73.50 U/mL and recovery of 77.27%), by homogenizing the crude
extract of pancreas and duodenum of chickens with distilled water (4 °C) in proportion 1:1 (m:v) and
precipitation with acetone in the proportion 1:2 (v:v). The egg albumin hydrolysates obtained with
proteases from enzyme preparations of chicken pancreas and duodenum extracted with water (4 °C) and
precipitation with acetone, ethanol or isopropyl alcohol showed a higher percentage of soluble protein
in TCA (48.96 + 0 .08 to 49.99 + 0.37%), compared with casein hydrolysates (35.87 = 1.17 to 38.93 +
1.41%) and chicken offal meal (38.77 £ 0. 42a 44.95 + 0.91%), indicating that egg albumin was
hydrolysed more efficiently than casein and chicken viscera meal. At 37 °C, corn starch showed lower
susceptibility to a-amylases from chicken pancreas and duodenum preparations, compared to cassava,
potato, high amylose corn starch, waxy corn starch and waxy rice starch. Enzyme preparations from
chicken pancreas and duodenum showed similar lipase activity in the hydrolysis of olive oil, corn oil
and soybean oil. The chicken pancreas and duodenum protease partially purified by Sephadex G-100 gel
filtration showed higher enzymatic activity at 52 to 56 °C and pH 7.0 and stability in the range of pH
7.0 to 9.0 at temperatures below 48°C. The hydrolysates of fava bean proteins obtained with protease
partially purified from pancreas and duodenum of chickens showed higher antioxidant activity,
estimated by the radical DPPH and FRAP methods, compared with hydrolysates of pumpkin seed, rice
and pea proteins. Chicken viscera have a high potential for obtaining protease, a-amylase and lipase.

Keywords: Pancreas; duodenum; purification; a-amylase; lipase.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que ao final do abate de aves sdo gerados aproximadamente 37% do peso vivo
do animal de residuos nao destinados ao consumo humano (Associacdo Brasileira de
Reciclagem Animal, 2016). O residuo do abate de aves € composto por 16% de visceras, 9%
penas e 3% sangue, do percentual total do peso do animal vivo, sendo que 9% ¢ composto por
cabeca, crista, barbela, ossos, pele, aparas de carne, pé e tecidos adiposos.

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2022), a
producdo mundial aproximada de frangos de corte no ano de 2021 foi de 101 milhdes de
toneladas, sendo que o Brasil ocupa a terceira posicao no ranking de produtores. Desse montante
produzido, foram gerados aproximadamente 28,3 milhdes de toneladas de residuos
provenientes do abate de aves, sendo que 16,2 milhdes de toneladas sdo representadas apenas
pelas visceras de frangos.

Os residuos de abate de frangos sdo utilizados para fabrica¢do de farinhas de origem
animal. As visceras sdo geralmente fritas para a obten¢do de farinha de visceras de frangos,
enquanto que as penas de aves sdo cozidas em alta pressdo e temperatura para a obtencao de
farinha de penas. O sangue de aves sofre processo de coagulagdo e secagem a alta temperatura
para a obtencdo de farinha de sangue. Essas farinhas ou misturas sdo usadas em ragdo para
animais.

O descarte inapropriado dos residuos gerados do abate pode acarretar na poluicdo
ambiental, doengas e at¢ mesmo na perda de recursos bioldgicos como proteinas, enzimas e
lipideos. O estudo de métodos que promovam um melhor aproveitamento dos recursos
biologicos para a geragdo de produtos de maior valor agregado pode evitar o descarte
inadequado e posteriormente reduzir consideravelmente o impacto gerado por esses residuos
(LASEKAN et al., 2013)

Grande parte das pesquisas que visam a recuperacao de recursos biologicos a partir de
residuos provenientes do abate de animais tem seu foco voltado no aproveitamento de residuos
de peixes (VISESSANGUAN, 2000; GILDBERG, 2004; BEZERRA et al., 2005; BHASKAR
et al., 2007; HARNEDY; FITZGERALD, 2012). O nimero de pesquisas sobre recuperagao de
moléculas bioativas de alto valor agregado a partir de residuos de outras espécies ¢€
consideravelmente maior se comparado com o aproveitamento de residuos provenientes do
abate de aves (RATHINA RAJ et al,, 2010a, b; LASEKAN et al., 2013).

Dentre os residuos provenientes do abate de frangos, as visceras possuem o maior

conteudo de proteases enddgenas. Essas enzimas concentram-se no pancreas € na mucosa do
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intestino delgado, na regido do duodeno e jejuno, sendo que essas proteases consistem
principalmente de aminopeptidases e serina proteases como a tripsina e a quimotripsina
(MAHAGNA et al, 1995; GUYONNET et al, 1999; ZHAO et al, 2007, JAMDAR &
HARIKUMAR, 2005; DAMLE et al., 2010b). Além das proteases, o pancreas ¢ o intestino de
frangos também possuem teores consideraveis de amilases e lipases. De acordo com Osman
(1982) a atividade de amilases do pancreas e intestino de frangos ¢ maior quando comparada
com as amilases de pancreas de bovinos, camelos e suinos (DAHLQVIST, 1961; OSMAN &
EL KHATIM, 1981; SIDDONS, 1968).

Nesse sentido, o presente projeto visou a obten¢ao de preparagdes enzimaticas contendo
protease, a-amilase e lipase, de pancreas e duodeno de frangos testando diferentes solugdes e
métodos de extracao, determinacdo da atividade enzimatica das preparacdes e aplicacao na
hidrolise de diferentes proteinas, fontes de amido e 6leos. Purificacao parcial, caracterizagdo e

aplicagdo da protease de pancreas e duodeno de frangos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo a obtencdo de preparagdes enzimaticas contendo
protease, a-amilase e lipase, de pancreas e duodeno de frangos (Gallus gallus) utilizando
diferentes solugdes e métodos de extragdo, determinacdo da atividade enzimatica das
preparacdes e aplicacdo na hidrdlise de diferentes proteinas, fontes de amido e Oleos.

Purificagdo parcial, caracterizagdo e aplicacdo da protease de pancreas e duodeno de frangos.

2.2 Objetivos Especificos

Obtencao de preparagdes enzimaticas de protease, a-amilase e lipase a partir de pancreas

e duodeno de frangos por diferentes métodos de extragao;

- Estudo da hidrdlise de diferentes proteinas, fontes de amido e 6leos pelas preparacdes

enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos;
- Purificagdo parcial da protease de pancreas e duodeno de frangos;

- Avaliagdo do efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da protease

parcialmente purificada;

- Comparagao da atividade da protease parcialmente purificada de pancreas e duodeno de

frangos em relacdo as proteases comerciais;

- Hidrdlise das proteinas de arroz, ervilha, feijdo fava e semente de abobora com a
protease parcialmente purificada e determinacdo da atividade antioxidante dos

hidrolisados proteicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Frangos - Fisiologia e trato gastrointestinal

Os frangos (Gallus gallus) possuem temperatura corporal variavel entre 41 e 42 °C.
Possuem o trato gastrointestinal composto por um tubo continuo, constituido pela boca,
esofago, papo (pH 5,5), proventriculo (pH 2,5- 3,5), ventriculo ou moela (pH 5-6), intestino
delgado (duodeno pH 5-6, jejuno pH 6,5- 7,5 e ileo pH 7-7,5), intestino grosso (ceco pH6,9,
colon, reto pH 7-8) e cloaca pH 8.

Figura 1: Esquema sistema digestorio dos frangos
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Fonte: PrePara Enem, 2022.

O bico das aves tem a funcdo de apreensao dos alimentos. Na boca esta presente a lingua
e poucas papilas gustativas. O esdfago das aves € bem elastico e apresenta glandulas secretoras
de muco para lubrificacao. O papo apresenta a mesma estrutura do eséfago, porém € uma regiao
mais dilatada para armazenamento dos alimentos. O estdbmago das aves apresenta duas porgoes;
proventriculo com fun¢do glandular e moela com fun¢do mecéanica. No proventriculo existem
glandulas tubulares secretoras de muco e glandulas géstricas secretoras de HCI e pepsina. A
moela realiza a moagem e homogeneizacao do alimento com HCI e pepsina (BOSC-BIERNE
et al., 1984). Quando o alimento ingerido alcanga o trato gastrointestinal ocorrem diversos
eventos para que seja possivel a absor¢ao dos nutrientes, esses eventos sdo classificados como:
moagem, acidificacdo, hidrélise e emulsificagdo (KLASING, 1999; BELL & WEAVER JR,
2002; WELKER et al., 2008). Anexo ao intestino tem-se o pancreas, o figado e a vesicula biliar.
Dentre os orgdos de frangos, o maior produtor e secretor de proteinas ¢ o pancreas. A
concentracdo de enzimas no pancreas ¢ consideravelmente maior do que em outros 6rgaos que

compdem o trato gastrointestinal de frangos. O pancreas de frangos apresenta-se envolto pelo
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duodeno e os ductos do pancreas levam até o duodeno, amilases, lipases, tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidases A, B e C, desoxirribonucleases, ribonucleases e elastases. Além da producao
de enzimas o pancreas ¢ responsavel pela producao do bicarbonato que aumenta o pH do
intestino delgado (BOSC-BIERNE et al., 1984; PLIMMER; ROSEDALE, 1922; GO et al.,
1993; GUYTON; HALL, 2002).

Os frangos apresentam maior capacidade de digestdo de alimentos ricos em amido no
trato gastrointestinal, comparada com a digestdo desses alimentos em suinos e humanos
(SVIHUS et al, 1997; STEIN; BOHLKE, 2007; WILLAMIL et al., 2012; SVIHUS et
al.,2014). A atividade da enzima a-amilase no pancreas de frangos ¢ consideravelmente maior
que os valores encontrados em pancreas de bovinos, camelos e suinos (DAHLQVIST, 1961;
SIDDONS, 1968; OSMAN; EL KHATIM, 1981; OSMAN, 1982).

O milho triturado € o principal ingrediente e fonte energética na ragdo para frangos. Por
exemplo a ragdo inicial para frangos de 1 a 2 semanas pode ser preparada com 63 Kg de milho
triturado, 33 kg de farelo de soja e 4 kg de nucleo (mistura de minerais, vitaminas e
aminoacidos) (PRADO & MATOS, 2020). Os granulos de amido variam no tamanho, forma e
estrutura molecular. Zhang et al. (2006) relataram que a digestibilidade do amido estd
relacionada a organizagao da estrutura das camadas cristalina e amorfas nos granulos de amido.
Além disso, a barreira fisica da parede celular dos ingredientes da racao pode restringir o acesso
das enzimas ao substrato e reduzir a digestibilidade do amido em animais (RAVINDRAN,
2013).

Aderibigbe et al. 2020 relataram que embora a digestibilidade de amido em frangos seja
relativamente alta, certa propor¢ao de amido ndo ¢ digerida no intestino e desta forma a
suplementagdo de a-amilase na racdo melhora a perfomance de crescimento, digestibilidade
aparente dos nutrientes e atividade das enzimas digestivas de frangos alimentados com dieta de
milho e soja.

Liu et al. (2021) descreveram a otimizacao da suplementacdo de carboidrases exdgenas
em dieta a base de milho e soja para frangos de 1 a 3 semanas, para a maxima digestibilidade
do amido, usando digestdo gastrointestinal in vitro e método de superficie de resposta. Os
autores verificaram que a combinagdo 6tima das 6 carboidrases para a dieta a base de milho e
soja para frangos de 1 a 3 semanas foi 297,39 U/g de glicoamilase, 549,72 U/g de pululanase,
3,01 U/g de maltase, 1.45,73 U/g de a-amilase termoestavel, 278,64 U/g a-amilase com
atividade em temperatura média e 1.985,97 U/g de a-amilase ativa a baixa temperatura,

estimados pela liberacdo de agticares redutores e digestibilidade da matéria seca.
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3.2 Producio e consumo de carne de frango

A producdo de frangos de corte apresenta destaque mundial decorrente do elevado
consumo dessa matriz alimenticia, sendo que os valores de produgao no ano de 2021 foram de
aproximadamente 101 milhdes de toneladas (USDA, 2022). O Brasil, atualmente, ocupa a
terceira posicdo mundial de producdo de frangos (14,34%) depois dos Estados Unidos da
América (20,39%) e China (14,72%). Entretanto, a cadeia produtiva de frangos de corte destaca
o Brasil como o maior exportador mundial de carne frango, alcancando aproximadamente 32%
do volume total exportado dentre os paises (EMBRAPA, 2022; USDA, 2022).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) estima-
se que o Brasil apresente um crescimento de produgdo de frango de corte de 28,1%, passando
de 14,18 milhodes de toneladas no ano de 2020 para 18,17 milhdes de toneladas no ano de 2030,

com taxa média de crescimento anual de 2,5% durante cada ano.

3.3 Subprodutos do abate de frangos

De acordo com Toldra et al. (2012), durante o abate de frangos apenas a carcaga ¢
produto de comercializagdo e as demais partes do animal tornam-se subprodutos. Estas partes
desprezadas podem representar cerca de 37% do peso total do animal vivo, as quais podem ser
separadas como cabega, pele, penas, crista, barbela, ossos, aparas de carne, sangue, tecidos
adiposos, pé e orgaos internos. Os residuos gerados do abate de frangos apresentam natureza
organica e sdo altamente pereciveis, dessa forma demandam correto aproveitamento, pois
quando descartados de forma inadequada podem gerar danos ao meio ambiente, proporcionar a
presenca de roedores, insetos e odores indesejados e acarretar na proliferacdo de micro-
organismos (MORA; REIG; TOLDRA, 2014).

Segundo a Associagdo Brasileira de Reciclagem Animal, os principais residuos gerados
do abate de frango sdo as visceras, as quais representam 16% do total de peso vivo, as penas
representando 9% do peso vivo e o sangue que abrange 3% do peso vivo (ABRA, 2016). Nesse
sentido, a partir do crescimento de producao em consumo, pode-se estimar que apenas no ano
de 2020 foram gerados aproximadamente 28,3 milhdes de toneladas de residuos provenientes
do abate de aves, sendo que deste montante 16,2 milhdes de toneladas sdo representadas pelas

visceras de frangos.

3.4 Obtencao e purificacido de proteases, lipases e a-amilases de visceras de frangos
Afim de auxiliar a revisdo bibliografica foi utilizada a ferramenta bibliométrica para
analisar os dados sobre estudos de enzimas obtidas de subprodutos de abate de frangos. Andlises

bibliométricas tém sido aplicadas para auxiliar diferentes dreas do conhecimento, estimar e
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quantificar a producdo cientifica de diferentes areas ou assuntos para uma ou mais bases de
dados, apresentando uma visao ampla dos estudos existentes por meio da interacao de parcelas
(STIRBU et al., 2015; MERIGO et al., 2017; ROMANELLI ef al., 2018; BOUDRY et al.,
2018).

Para obter os resultados bibliométricos foram avaliados estudos disponibilizados pelas
plataformas Web of Science e Scopus. Onde ap6s exclusao de referéncias duplicadas obtiveram-
se 520 artigos relacionados com subprodutos do abate de frangos e/ou enzimas. Essas
referéncias foram avaliadas por meio das interagdes de parcela para a geracdo da nuvem de
tendéncia para palavras chaves, facilitando uma melhor observacao sobre o que foi publicado
em relagdo ao assunto. Para a analise bibliométrica sobre obtengdo, purificacdo e aplicacio de
enzimas obtidas de frangos, podemos observar por meio da Figura 2A que os resultados obtidos
para a tendéncia das palavras-chave estdo divididos em trés clusters, apresentando maior
concentragdo de itens no primeiro e segundo cluster, ambos com 32 itens cada.

As pesquisas envolvendo enzimas pancreaticas em frangos t€m crescido ao longo dos
anos, porém com foco principal na influéncia da alimentagdo, nutricdo, suplementagdo e
inclusdo de diferentes compostos na racao de aves para estudar a modificacao do conteudo de
enzimas do trato intestinal. Esses estudos sdo destacados no primeiro cluster onde so
apresentadas as principais tendéncias relacionadas a dieta de frangos. Por meio da analise, pode-
se observar uma alta associacao para pesquisas envolvendo frangos, enzimas, proteinas, trato
gastrointestinal, etc, no segundo (verde) e terceiro (azul) cluster (Figura 2A), nos quais sdo
retratados dados relacionados aos principais estudos sobre a obten¢do, purificagcdo e aplicagdo

das enzimas obtidas de frangos.
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Figura 2: Andlise de tendéncias de palavras-chave de publicacdes cientificas sobre

obtencido de enzimas pancreaticas de frangos nos bancos de dados Web of Science Core

Collection e Scopus.
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Por meio desta andlise foi possivel avaliar quais foram os anos de maior concentragao
de publicagdes sobre o assunto avaliado. Os estudos sobre obtengao de enzimas pancredticas de
frangos estdo mais concentrados em anos anteriores a 2013 (FENDRI et al., 2006; MANE et
al., 2010; RATHINA RAJ et al,, 2010a, b; MANE et al., 2011; SARANGI et al, 2011) onde
estdo incluidos para esse periodo os clusters 2 e 3 apresentados na Figura 2A, abordando as
principais tendéncias relacionadas ao tema. Esses dados facilitaram a selegdo dos
artigos/estudos utilizados para a revisdo bibliografica e também para as discussdes dos
resultados apresentados no item 5.

As proteases constituem a classe de enzimas que estdo presentes em maiores
quantidades no trato gastrointestinal de aves, dessa forma sdo as enzimas mais estudadas quanto
a extragdo e aplicacdo para os residuos provenientes do abate de frangos (PUBOLS, 1991;
GUYONNET et al,, 1999; DAMLE et al., 2010a, b; RATHINA RAJ et al., 2010a, b).

Guyonnet ef al. (1999) descreveram a extracdo, purificagdo e caracterizagao parcial de
tripsina, quimotripsina e elastase de pancreas de frangos. Para a preparagdo do extrato bruto,
uma amostra de 20 g de pancreas de frangos em solu¢do 0,5 Mol/L de CaCl, contendo 0,02%
de azida de sé6dio foi ajustada para pH 7,5 com solucao 1 Mol/L Tris e solugdo 1 Mol/L de acido
acético, incubada durante 9h a 25°C, e em seguida o pH foi ajustado para 8,0. Para a purificagdo
de tripsina, quimotripsina e elastase foram utilizadas, na forma seqiliencial, as colunas de
cromatografia de afinidade Sepharose 4B-CMTI-I (inibidor de tripsina I de Cucurbita maxima),
Sepharose 4B- BPTI (inibidor de tripsina de pancreas bovino) e Sepharose 4B- STI (inibidor de
tripsina de soja), respectivamente. Cada uma das proteases foram em seguida purificadas por
cromatografia liquida FPLC em coluna de troca cationica (Mono S HR 5/5). Para a purificacao
das enzimas, aliquotas do extrato bruto foram aplicadas na coluna de Sepharose 4B-CMTI-I (7
x 1,0 cm), de forma a ndo exceder 40% da capacidade de ligagdo. A coluna foi lavada com
solugdo tampao 0,2Mol/L Tris-HCI pH 8,0 e as fracdes foram coletadas e reservadas para a
proxima etapa de purificagdo. Em seguida a coluna foi lavada com o mesmo tampdo contendo
1 Mol/L de NaCl até que a absorbancia diminuisse abaixo de 0,01. A tripsina ligada foi eluida
com 0,001Mol/L de HCI. As fracdes reservadas, com proteases ndo adsorvidas, obtidas da
coluna de Sepharose 4B-CMTI-I foram aplicadas na coluna de Sepharose 4B- BPTI (10 x 1,5
cm). O mesmo procedimento descrito acima foi feito para elui¢do da quimotripsina. A amostra
nao adsorvida na coluna de Sepharose 4B- BPTI foi aplicada na coluna de Sepharose 4B- STI
(7 x 1 cm), lavada com tampao 0,2Mol/L Tris-HCI pH 8,0 e eluida com 0,001 Mol/L de HCI.
As fragdes contendo atividade de tripsina, quimotripsina e elastase foram liofilizadas e em

seguida ressuspendidas em tampao formato SOmMol/L pH 3,0, tampao acetato SOmMol/L pH
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5,0 e tampao acetato SOmMol/L pH 4,7, respectivamente. Cada uma das proteases foram em
seguida purificadas por cromatografia liquida (FPLC) usando a coluna catiénica Mono S HR
5/5. Apds aplicagao das amostras, as enzimas foram eluidas da coluna com as respectivas
solucdes tampao contendo gradiente de NaCl. A partir de 20 g de pancreas de frango foram
obtidos 0,015 U de tripsina, 3,41 U de quimotripsina e 0,027 U de elastase purificada. Apds
purificacdo por cromatografia de troca cationica foram detectadas 3 formas de tripsina com pH
de atividade acima de pH 5,0 e com atividade maxima na faixa de pH 8,0 — 8,2. A quimotripsina
apresentou perfil similar com atividade méxima na faixa de pH 8,6 a 10. Foram observadas 2
formas de elastases com atividade em pH acima de 5,0 com atividade maxima em pH 8,6 e 8,2
para elastase 1 e elastase 2, respectivamente.

Mane et al. (2010) descreveram a extracao e purificagdo de uma peptidase denominada
aminopeptidase-N (APN) de intestino de frangos, com afinidade por leucina N-terminal
comparavel a aminopeptidases obtidas de Bombyx mori (bicho-da-seda) (HUA et al. 1998).
Para a extracdo da enzima amostras de intestino limpo de frangos foram homogeneizadas com
agua destilada na proporcdo de 40% (m:v) em homogeneizador Polytron. Em seguida as
amostras foram centrifugadas 37.000 x g por 40 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi
saturado com 60 a 80% de (NH4)2SOs, o precipitado resultante foi dissolvido em tampao de
fosfato de sodio 10 mMol/L, pH 6,5 e dialisado contra o mesmo tampao. Posteriormente, foi
aplicado em coluna de DEAE-Sepharose equilibrada com solug¢ao tampao fosfato de s6dio 10
mMol/L, pH 6,5. As fracdes foram eluidas com a mesma solucdo tampao pH 6,5. As fracdes
contendo atividade de aminopeptidase-N foram reunidas e concentradas por ultrafiltracdo em
membrana YM-10 (Millipore, Co., EUA). A enzima foi em seguida purificada em coluna de
Phenyl Sepharose equilibrada com solugdo tampdo fosfato de sédio 10 mMol/L pH 6,5
contendo 10% de sulfato de amonio, e eluida com gradiente linear de 10-0% de sulfato de
amonio em tampao fosfato de s6dio 10 mMol/L, pH 6,5. A aminopeptidase de intestino de
frangos foi purificada 123,7 vezes até a homogeneidade, com um rendimento de 3,43%. A
enzima foi identificada como alanil-aminopeptidase ou aminopeptidase-N. A enzima
apresentou massa molecular estimada em 180 kDa, possuindo atividade 6tima a 60 °C e pH 6,0,
sendo completamente inibida por 1-10 fenantrolina (I mMol/L) e bestatina (1 mMol/L). A
atividade especifica da aminopeptidase-N do extrato bruto foi de 1 U/mg e foi constatado que
essa enzima pode ser ativada por Ca>* (0,5 mMol/L).

Posteriormente, Mane et al. (2011) descreveram a obtencdo e purificagio de uma
aminopeptidase de intestinos de frangos, de massa molecular de 66 kDa, com elevada afinidade

para residuos de prolina N-terminal. Para a extragcdo, as amostras de intestino limpo de frangos
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foram homogeneizadas com uma solug¢do tampao fosfato de sodio 10 mMol/L pH 8 (tampao
A), na proporcao de 40% (m:v) utilizando um homogeneizador Polytron. As amostras foram
centrifugadas a 37.000 x g durante 40 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi saturado com
60 a 80% de (NH4)2SO4, 0 precipitado resultante foi dissolvido em tampao de fosfato de sddio
10 mMol/L pH 8,0 e dialisado contra o mesmo tampao. O dialisado foi aplicado em coluna de
DEAE-Sepharose equilibrada com tampao A. As proteinas adsorvidas foram eluidas com um
gradiente linear de 0-0,5 Mol/L de NaCl em tampao A. As fragdes ativas foram reunidas e
concentradas por ultrafiltragdo em membrana YM-10 (Millipore, Co, EUA). A enzima foi em
seguida purificada em coluna de Phenyl Sepharose equilibrada com solugdo tampao de fosfato
de sddio 10 mMol/L contendo 10% de sulfato de amonio, pH 8,0 e eluida com gradiente linear
de 10-0% de sulfato de amodnio em tampao fosfato de s6dio 10 mMol/L, pH 8,0. As fracdes
ativas foram reunidas e concentradas por ultrafiltracdo e submetidas a cromatografia de filtragao
em gel Superdex 200, equilibrado com tampao fosfato 10 mMol/L pH 7,0 contendo NaCl 150
mMol/L. A fragdo ativa foi concentrada usando Centricon (Millipore, Co, EUA). A pureza da
enzima foi verificada por SDS-PAGE. A atividade especifica da aminopeptidase purificada foi
1 U/mg de proteina. A enzima purificada apresentou atividade 6tima em pH 7,5 e 55 °C. A
atividade da enzima foi avaliada na presenca de anions (SCN—, Cl—, Br— e I-) nas concentragdes
de 0,01 a 0,1 Mol/L, albumina (0,01-1,0 mg/mL) e desoxicolato (0,001-0,1%). A presenca dos
anions aumentou a atividade da enzima para 158-187%, contudo, o aumento adicional na
concentracdo dos anions ndo promoveu aumento da atividade da enzima. A adi¢do de albumina
na concentragao de 0,5 mg/mL resultou em aumento da atividade relativa da enzima para 159%,
enquanto o desoxicolato na concentracao de 0,01% mostrou aumento na atividade de até 184%.
A atividade da aminopeptidase foi completamente inibida por 1-10 fenantrolina (1 mMol/L) e
bestatina (100 uMol/L), e parcialmente inibida por EDTA (10 mMol/L) e Pefabloc (cloridrato
de fluoreto de 4-2 aminoetil benzenosulfonil) (1 mMol/L).

Rathina Raj et al. (2010a) avaliaram alguns métodos para a extragao de proteases do
intestino de frangos. No teste de extracdo com agua destilada, uma amostra de 25 g de intestino
de frangos foi homogeneizada em 250 mL de agua destilada gelada, utilizando homogeneizador
Polytron a 2.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente o material foi centrifugado a 5.000 rpm
por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 41,
posteriormente diluido até um volume final de 250 mL e o material final obtido foi denominado
extrato bruto. O extrato bruto apresentou 2,45 + 0,08 mg/mL de proteina, estimada pelo método
de Lowry. No estudo do pH 6timo de atividade de proteases do extrato bruto, a 37 °C por 30

minutos, utilizando caseina como substrato, foram observados picos de atividade de protease
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nos valores de pH 2,4 a 2.8; 5,0; 7,0; 8,6 a 10,6. Os autores avaliaram também os efeitos do
tratamento da massa visceral homogeneizada com os solventes como acetona e etanol, na
obtengdo de proteases. Nesse método amostras de massa visceral:solvente, nas proporgdes 1:1,
1:1,5 e 1:2 (m:v) foram homogeneizadas por 5 minutos a 2.000 rpm. As amostras foram filtradas
em papel filtro Whatman n° 1, em seguida o precipitado foi tratado com solvente orgénico e o
processo repetido. O precipitado obtido foi seco a vacuo a 40 °C e estocado a 5 °C. Para a
determinagao da atividade de protease 1 g da preparacdo enzimatica em p6 foi ressuspensa em
50 mL de agua destilada. As preparagdes enzimaticas obtidas do tratamento de amostra de
intestino de frangos com acetona na propor¢do 1:1,5 (m:v) apresentaram maior atividade
especifica de proteases acidas, alcalinas e neutras (7; 29,7 e 31,58 U/mg de proteina/ minuto),
respectivamente. A preparacdo de protease obtida do tratamento de intestino de frangos com
acetona na propor¢ao 1:1,5 (m:v) em pH neutro apresentou atividade especifica de protease
(31,58 U/mg de proteina/min) aproximadamente duas vezes maior do que a amostra de visceras
in natura (16,1 U/mg de proteina/min), no mesmo pH. As preparacdes obtidas do tratamento
de amostra de intestino de frangos com etanol, apresentaram menor atividade especifica de
proteases acidas, alcalinas e neutras comparadas com as visceras in natura, € com as
preparacdes enzimaticas obtidas do tratamento de intestino de frangos com acetona. Os autores
testaram também a obten¢do de proteases por acidificacdo da amostra de intestino de frangos
com mistura de acido formico e 4cido propidnico até pH 4 e também incubagdo da mistura de
amostra de intestino de frangos com 10% de glicose e 2% de NaCl por 5 dias a 27 + 2 °C em
condi¢des micro-aerdfilas, porém foram observados diminui¢do da atividade de protease.

No mesmo ano Rathina Raj ef al. (2010b) descreveram a extracdo de proteases de
amostras de 25 g de intestino de frangos, utilizando 250 mL de 4 solugdes extratoras resfriadas
diferentes: dgua destilada em pH 6,8; tampao fosfato 0,1 Mol/L em pH 7,0; solugdo de 1% de
cloreto de potassio em pH 6,7 e solucdo 1% de cloreto de potassio contendo 0,1 Mol/L de
Na EDTA. As amostras de visceras foram homogeneizadas em Polytron PT3100 a 2.000 rpm
durante 5 minutos e em seguida, centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes obtidos foram filtrados em papel de filtro Whatman n° 41, até a obtencdo de
volume final de 250 mL e os filtrados foram denominados extratos enzimaticos brutos. A
atividade especifica dos extratos enzimaticos de protease ndo foi afetada com a utilizagdo de
diferentes solugdes extratoras. O extrato bruto apresentou altos valores de atividade de protease
em pH 10 (23,05 £ 3,09 U/mg de proteina/min) porém nao houve diferenga estatistica entre os
valores de pH de 7 a 11. Os autores também avaliaram a obtencdo de proteases utilizando

tratamento das amostras de intestino de frangos com solventes organicos (acetona, alcool
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isopropilico e etanol). As amostras de intestino de frangos foram homogeneizadas com solvente,
na razdo de 1:5 (m:v) por 5 minutos a 2.000 rpm durante 5 minutos e em seguida as amostras
foram filtradas em papel de filtro Whatman n° 41. Os residuos foram tratados duas vezes com
solvente organico antes de serem secos a 40 °C, a vacuo. As amostras secas foram armazenadas
em frascos a 5 °C pelo periodo de 3 meses, até o momento da determinacdo de atividade
enzimatica. As preparacgdes obtidas do tratamento de intestino de frangos com acetona, etanol
e alcool isopropilico apresentaram atividade de protease alcalina iguais a 24,93, 26,32 ¢ 27,19
U/mg de proteina/min respectivamente. Esses valores foram maiores do que a atividade obtida
para a protease alcalina nas visceras in natura (20,49 U/mg de proteina/min). A preparagdo de
enzima obtida do tratamento de intestino de frangos com alcool isopropilico apresentou maior
atividade de proteases acidas (9,69 U/mg de proteina/min), sendo que para a preparacao obtida
do tratamento de intestino de frangos com acetona ndo apresentou aumento significativo. A
amostra obtida do tratamento de intestino de frangos com etanol apresentou aumento de 33%
na atividade da protease acida em relagdo a atividade encontrada para as visceras in natura.
Sarangi et al. (2010) avaliaram um sistema aquoso de duas fases de polietilenoglicol e
sais para a separacdo e purificagdo de proteases alcalinas do intestino de frangos. O extrato
enzimatico bruto foi obtido por meio de homogeneizag¢ao de 50 g do intestino de frangos em
500 mL de agua bidestilada isenta de ions resfriada, por cerca de 2-4 minutos a 3.000-4.000
rpm. A amostra homogeneizada foi centrifugada a 4 °C por 10-12 minutos a 5.000-6.000 rpm.
E em seguida o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 41. O volume do
filtrado foi completado até 500 mL e denominado extrato bruto. O teor de proteinas nos extratos
foi determinado pelo método de Lowry ef al. (1951) utilizando albumina de soro bovino como
padrao. A atividade de protease do extrato enzimatico bruto foi determinada em pH 8 usando
solugdo 1% de caseina como substrato. Para a purificacdo das proteases o sistema aquoso de
duas fases foi realizado em tubos de centrifuga de 15 mL, onde foi adicionado as quantidades
apropriadas de solucdo estoque de polietilenoglicol e sal, sendo o volume completado para 10
mL com o extrato enzimatico bruto e agua destilada. Foram avaliados os sais sulfato de amonio,
sulfato de magnésio, fosfato de potassio (1:1,5 de sal mono- e bibasico), fosfato de sodio
(monobdsico), citrato de sddio, sulfato de sddio e carbonato de sodio. Para avaliar os efeitos do
polietilenoglicol e sais no sistema, a concentracdo de polietilenoglicol foi de 20% e a
concentracdo de sal utilizado foi de 15, 20 e 25%. Os autores verificaram que o tipo de sal
utilizado no sistema teve efeito significativo na particdo da proteina e da protease alcalina. O
teor de proteina no extrato bruto foi 4,8 = 0,58 mg/mL. Foi observado em todos os testes que o

conteudo de proteina (mg/mL) foi maior na fase inferior (0,35-0,72 mg/mL) e também o
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rendimento de proteina (13,5-33,5%). O rendimento de proteina na fase superior foi na faixa de
8,6 a 21,6%, sendo obtido maior rendimento de proteina no sistema com polietilenoglicol e
sulfato de s6dio. O coeficiente de particdo da proteina variou de 0,29 a 0,89 indicando que a
particdo da proteina do intestino de frangos no sistema foi afetada pelo sal utilizado. Foram
obtidos 22,0% e 50,9% de rendimento total de proteina (total das fases superior e inferior)
utilizando respectivamente os sistemas contendo os sais MgSO4 e NaSQs, indicando perda de
proteina. A atividade especifica da protease do extrato enzimatico bruto foi 11,4 + 1,28 unidades
/mg de proteina. A atividade de protease foi maior na fase superior para todos os sais (9,9-84,2
unidades/mg de proteina.). A atividade de protease mais alta (84,2 unidades/mg de proteina.)
foi encontrada na fase superior do sistema de polietilenoglicol e citrato de sddio, seguido pelo
sistema de polietilenoglicol e sulfato de magnésio (69,1 unidades/mg de proteina.) e fosfato de
potéssio (60,7 unidades/mg de proteina.).

Srisantisaeng et al. (2013) estudaram a extragao e caracterizagdo de proteases presentes
no intestino ¢ pancreas de galos e aplicaram o extrato de protease na obtengdo de acido
hialurénico. A obtencdo do extrato enzimatico de protease foi realizada conforme o método
descrito por Rathina Raj et al. (2010b). Uma amostra de 1 kg de intestino e pancreas de aves
foram cortados em pedagos, triturados em misturador manual por 3 min ¢ misturadas com agua
destilada fria na proporcao de 1:1 (m/m) por 5 min. A suspensao foi centrifugada a 10.000 x g
por 10 min a 4 °C para a remocao dos solidos insoluveis. O sobrenadante foi filtrado em papel
de filtro (n° 4) e liofilizado para a obtengdo do p6 bruto da enzima. A atividade de protease foi
determinada pelo método de Cupp-Enyard (2008) com modificag¢des, utilizando caseina como
substrato. Foi obtido 27,20 g de extrato enzimatico liofilizado com 0,70+0,01 mg de
proteina/mg e o maior valor de atividade de protease (0,35 U/mg) foi obtido em pH 7,5 a 60 °C.

Gené (2019) determinou a atividade de protease, a-amilase e lipase em extratos brutos
de pancreas + intestino delgado e pancreas + duodeno in natura, obtidas de frangos
homogeneizadas em Blixer 3® RobotCoupe de 3,7 L, sendo verificado que niio houve diferenga
na extracao das enzimas apos 1 e 3 minutos de homogeneizagao. Os extratos brutos de pancreas
+ intestino delgado e pancreas + duodeno in natura apresentaram 740 = 58 U/g e 1.797 + 167
U/g de protease, 364 £ 27 U/g e 547 + 72 U/g de a-amilase € 92 +£ 8§ U/g e 214 + 24 U/g de
lipase, respectivamente. As amostras de pancreas + duodeno de frangos in natura apresentaram
atividade de protease, a-amilase e lipase cerca de 1,65 a 2,85 vezes maior do que as amostras
de pancreas + intestino delgado. Entre os métodos avaliados para obtencdo das preparacdes
enzimaticas, a homogeneiza¢do em agua (4 °C) e posterior precipitagdo com acetona na

propor¢ao 1:5 (m:v) foi mais eficaz para obtencdo de proteases e a-amilases, sendo obtido
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valores de atividade de 10.704 e 7.264 U/g de proteina, respectivamente. O método mais eficaz
para obtencao de preparacdes enzimaticas de lipase foi a homogeneizagdo manual de pancreas
+ intestino delgado com agua (4 °C) por 30 segundos, sendo obtido atividade especifica de
lipase igual a 608 U/g de proteina. A liofilizagdo das preparagdes pancreaticas e intestinais de
frangos resultou em inativacdo das enzimas, reduzindo a atividade enzimatica especifica para
62 a 65% de protease, 12 a 17% de a-amilase e 12 a 13% de lipase. As proteases das preparagdes
enzimaticas de pancreas + intestino delgado de frangos apresentaram atividade 6tima em pH
7,8 € 55,2 °C e estabilidade na faixa de pH 6 a 9 em temperaturas abaixo de 35 °C durante 1
hora, por DCCR. As lipases apresentaram, por DCCR, atividade 6tima em pH 7,9 e 56,7 °C ¢
estabilidade na faixa de pH 5,0 a 10,0 e em temperaturas abaixo de 45 °C. As a-amilases de
pancreas + intestino delgado de frangos apresentaram atividade 6tima em pH 7 e 35-50 °C.

As amilases representam o segundo grupo de enzimas presente em maior concentracao
no pancreas dos frangos (PUBOLS, 1991). Existem duas principais amilases presentes no
pancreas de frangos: glucoamilase e a-amilases (OSMAN, 1982). De acordo com Sundarram
& Murthy (2014) a a-amilase apresenta grande potencial de aplica¢do industrial. Contudo,
existem poucos trabalhos de recuperacdo e caracterizacdo das amilases de frangos.

Buonocore et al. (1977) estudaram a purificagdo e caracterizagdo de a-amilases
provenientes de pancreas de frangos. Para a purificacdo, amostras de pancreas de frangos foram
homogeneizadas em solugdo tampao cacodilato de sédio 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,01
Mol/L de NaCl e 0,01 Mol/L de CaClx na proporg¢do de 1:5 (m:v) a 0 °C. Em seguida, a amostra
foi centrifugada a 20.000 x g por 2 horas a 4 °C. O sobrenadante denominado extrato bruto
apresentou 2.000 U/mL de oa-amilase. A oa-amilase do extrato bruto foi purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 2B ligada a inibidores de amilase de
albumina de grios de trigo conforme descrito por Buonocore et al. (1975), equilibrada com
tampao cacodilato de sodio 0,05 Mol/L H 7,0, concentradas por ultrafiltragdo em membrana
PM-10 Diaflo (Amicon Corp., Lexington, MASS., EUA) e aplicado novamente em coluna de
Sephadex G-25 equilibrada com tampao de cacodilato de sodio 0,05 Mol/L pH 7,0. A a-amilase
foi purificada 6,1 vezes, sendo obtido recuperacdo de 16% da atividade inicial. A a-amilase
purificada apresentou atividade 6tima em pH 7,5 e 37 °C e mostrou-se estavel a 4 °C apos 24
horas na faixa de pH alcalino, porém apresentou rapida reducao de atividade (30 minutos) em
valores de pH abaixo de 7. A a-amilase purificada foi ativada por Cl" na concentragao 0,01
Mol/L e inativada irreversivelmente pela dialise a 4 °C em agua ou solugdao 0,1 mMol/L de

sulfato de sodio.
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Osman (1982) avaliou as amilases presentes no pancreas e nas diferentes partes
anatomicas do intestino de frangos. Foram coletados o pancreas, duodeno, jejuno, ileo, ceco e
colon de frangos para a realizacdo desse estudo. O extrato enzimatico foi obtido da
homogeneizacao de cada um dos tecidos em agua destilada, na propor¢ao de 1:10 (m:v), por 3
minutos em alta velocidade. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos
a temperatura ambiente. A atividade da a-amilase do sobrenadante obtido foi determinada de
acordo com o método descrito por Dahlqvist (1961), com modifica¢des. O extrato enzimatico
obtido de pancreas de frangos apresentou maior atividade de oa-amilase (22.000 U/g de
tecido/minuto) e o extrato enzimatico proveniente do jejuno apresentou 80% da atividade o-
amilase encontrada no intestino de frangos (3.315 a 4.550 U/g de tecido/minuto).

As lipases hidrolisam triglicerideos liberando &cidos graxos livres, monoglicerideos ou
diglicerideos. As lipases podem ser obtidas de fontes animais, vegetais ou de micro-organismos
e sdo industrialmente utilizadas para hidrolise de triglicerideos, catalise de reacdes de
interesterificagdo ou transesterificagdo de 6leos e gorduras (HOUDE et al., 2004).

Madhusudhan et al. (1988), estudaram a obtencdo de lipase a partir do pancreas de
frangos como fonte de pancreatina para o tratamento de insuficiéncia de enzimas pancreéticas
em humanos. As amostras de pancreas de frangos foram homogeneizadas em tampao fosfato
0,02 Mol/L pH 8 contendo 0,9% NaCl (1:5, m:v) por 5 minutos e centrifugadas a 10.000 x g
por 20 min. O sobrenadante foi filtrado em 13 de vidro para remog¢ao da gordura. Amostras do
filtrado foram misturadas com acetona, alcool isopropilico ou etanol a -20 °C, na proporcao
1:10 (v:v) e centrifugadas novamente a 20.000 x g por 20 min. Os precipitados foram
desidratados por secagem a vacuo. Os autores observaram que a lipase pode apresentar aumento
de atividade em até 3 vezes conforme o vigor da homogeneizagdo dos tecidos pancreaticos e
que para a extra¢do da lipase € necessdrio romper o maior numero possivel de células, ao
contrario da extracdo de algumas proteases. Dentre os solventes testados, apenas a preparagao
obtida com alcool isopropilico apresentou atividade de lipase (24 U/mg de pancreatina) superior
a das pancreatinas comerciais com rendimento de 15% de lipase, entretanto, a atividade de
tripsina e quimotripsina foram menores do que as de pancreatinas comerciais em func¢ao da nao
ativacdo do zimogénio.

Fendri et al. (2006) estudaram a purificagdo e caracterizacdo de lipase pancreatica de
frangos. A preparacdo bruta de lipase foi obtida utilizando amostras de pancreas de frangos
previamente delipidificadas conforme o método descrito por Verger ef al. (1969). Pedacos de
pancreas congelados foram homogeneizados utilizando cloroférmio e n-butanol (4:1, v:v). Os

precipitados foram separados por decantagdao, em seguida tratados com acetona e éter e
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submetidos a secagem a vacuo, para a obten¢ao do p6 delipidificado. Posteriormente, 3 g do p6
de amostra do pancreas de frangos previamente delipidificado foi homogeneizado em 30 mL
de solucao tampao Tris-HCl 25 mMol/L pH 8,2 contendo 25 mMol/L de NaCl e 2 mM de
benzamidina (inibidor competitivo da tripsina e serina proteases). O sobrenadante (25 mL) foi
saturado 60% com sulfato de amodnio sob agitagdo e mantido a 4 °C por 30 minutos. Apds
centrifugacdo a 10.000 rpm durante 20 min, o precipitado foi ressuspenso em 10 mL do tampao.
O material insoluvel foi removido por centrifugagao a 10.000 rpm durante 10 min. A lipase foi
purificada por cromatografia em coluna de DEAE-celulose equilibrada com tampao Tris-HCI
25 mMol/L pH 8,2 contendo 25 mMol/L de NaCl e 2 mMol/L de benzamidina (tampao A),
coluna de filtragdo em gel Sephacryl S-200 equilibrada com tampao A e coluna de troca
anionica Mono-Q (trimetilamoénio) equilibrada com tampao A. A atividade de lipase do extrato
bruto, utilizando o substrato tributirina e 0,004 Mol/L de NaTDC (taurodeoxicolato de sodio)
foi 95,3 = 7,02 U/mg. A precipitagdo de proteinas com sulfato de amoénio 60% de saturagao
aumentou a atividade especifica da lipase para 508,63 + 11,3U/mg (fator de purificagdo de 5,34
+ 0,28) e apds todos os processos de purificacdo foi obtido 9.000 U/mg (fator de purificagdo de
94,72 + 6,47). A lipase purificada foi ativada por tripropionina e éster vinilico e inibida na

presenga de detergentes sintéticos (TX-100) e proteinas anfipaticas (BSA).

3.5 Aplicacao potencial de proteases, lipases e a-amilases de origem animal

Damle et al. (2010a) sugeriram que proteases obtidas a partir do abate de frangos podem
ser aplicadas em alimentos para tenderizagdo de carne, realgador de sabor ou para a remogao de
gosto amargo de hidrolisados proteicos. O extrato enzimatico contendo proteases obtido a partir
do trato gastrointestinal de frangos pode ser utilizado para aumentar o valor bioldgico de
proteinas, por meio da hidrolise e obtencdo de peptideos soluveis e aminoacidos mais
disponiveis ao metabolismo animal.

As proteases podem ser utilizadas para obtencdo de hidrolisados proteicos e peptideos
bioativos. Peptideos bioativos sdo definidos como fragmentos especificos de proteinas que
apresentam impacto positivo sobre as funcdes ou condigdes corporais € podem influenciar a
satide humana (KITTS & WEILLER, 2003). Estudos utilizando métodos in vitro e in vivo
apresentam uma ampla variedade de ag¢des biologicas atribuidas aos peptideos bioativos, sendo
elas, atividade antioxidante, antimicrobiana, antitrombotica, imunomoduladora,
hipocolesterolémica, anti-hipertensiva, dentre outras (KORHONEN & PHILANTO, 2006;
RIZZELLO et al., 2016).
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Srisantisaeng et al. (2013) estudaram a aplicacdo do extrato enziméatico de proteases
obtidas a partir de pancreas e intestino de galos na obtencao de 4cido hialurdnico de cristas de
frangos. O acido hialuronico € utilizado principalmente em colirios e produtos cosméticos.
Bebidas para hidratagdo e preparacdes em po contendo hidrolisados de coldgeno, acido
hialuronico e extratos de frutos como meldo e péssego também sdo encontradas no mercado
internacional.

Lasekan et al. (2013) sugeriram a obtencdo de proteases e acidos graxos poli-
insaturados a partir de residuos do abate de frangos, que poderiam ser utilizados nas industrias
de produtos para nutricdo humana e cosméticos.

As preparagdes de protease, a-amilase e lipases obtidas de residuos de frangos poderiam

ser utilizadas para melhorar a digestibilidade de ragdes para aves e animais domésticos (GENE,

2019).

3.5.1 Obtencao de hidrolisados proteicos com atividade antioxidante

Hidrolisados proteicos podem ser definidos como produtos compostos por aminoacidos
livres e peptideos obtidos da hidrolise de fragdes especificas das proteinas, que apresentam
variagdo de massa molecular de acordo com o grau de hidrdlise. Em geral, os peptideos sdo
compostos por menos de vinte residuos de aminoécidos e apresentam massa molecular menor
do que 6 kDa. Os hidrolisados podem apresentar fungdes biologicas como: atividade
antioxidante; antibacteriana; anti-inflamatoria; anti-hipertensiva e estimulante do sistema
imunologico e devido a esse fato permitem a sua utilizagdo como ingrediente funcional e/ou
nutracéutico, tornando-os potenciais substitutos de substancias sintéticas e aumentando o seu
interesse para a industria (DONG et al., 2008; THEODORE, 2008; DONG et al., 2010;
CASTRO & SATO, 2015).

As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio sdo naturalmente produzidas no
metabolismo celular. Esses radicais livres sdo considerados essenciais para a manutencdo da
homeostase e estdo envolvidos nos processos fisiologicos e patologicos, dentre estes a
transducao de sinal, diferenciacdo celular e defesa de patdogenos. Entretanto, os radicais livres
sdo moléculas consideradas altamente reativas que, quando produzidas em excesso pelo
organismo podem acarretar problemas a saide, devido as oxidacdes causadas nas células
favorecendo o desenvolvimento de diversas patologias. Esses radicais sdo também moléculas
instaveis que sequestram elétrons de outras moléculas para que possam se estabilizar, levando
a danos potenciais por reagirem com as moléculas de DNA, outros componentes da membrana

celular e proteinas (ALUKO, 2012; EBRAHIMI et al., 2019; HUANG et al., 2019).
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De acordo com a Grand View Research (2020), o mercado mundial de hidrolisados
proteicos ¢ segmentado com base no produto em hidrolisados de soro de leite, hidrolisados de
proteinas de origem animal e vegetal. Sendo que os hidrolisados de soro de leite correspondem
a maior participagdo do mercado, US$ 8,7 bilhoes em 2019. Contudo, os hidrolisados obtidos
de proteinas de origem vegetal tem ganhado destaque com o passar dos anos e as mudangas no
mercado consumidor. Dentre os produtos de destaque no mercado mundial de proteinas de
origem vegetal, a proteina de ervilha tem se destacado em relagao as demais, isso se deve ao
fato de sua ampla possibilidade de aplicagdes e beneficios nutricionais proporcionados pelo
consumo de proteina de ervilha. O mercado global da proteina de ervilha no ano de 2020 foi
estimado em aproximadamente US$ 745 milhdes, registrando uma taxa composta de
crescimento anual de 13,5% e pode chegar a US$ 1.4 bilhdes até o ano de 2025 (Markets &
Markets, 2020).

Santos (2017) estudou a producao, purificacdo, caracterizagdo e aplicacdo de protease
de Bacillus licheniformis na hidrodlise das proteinas de arroz e ervilha. A protease parcialmente
purificada de Bacillus licheniformis LBA 46 e a protease comercial Alcalase® 2,4L foram
utilizadas para produzir hidrolisados de proteinas de arroz e ervilha utilizando pH 6-10 e
concentragdo de protease entre 50-150 U/mL, como variaveis independentes. O comportamento
das enzimas em relagdo as varidveis independentes foi semelhante, tendo a mesma faixa de
otimizac¢ao de pH 9-10 e concentracao de protease variando entre 50-150 U/mL. As condi¢des
de hidrdlise, valor de pH 10 e concentragao de enzima de 100 U/mL foram selecionadas como
as principais condi¢des de processamento para a hidrolise das proteinas de arroz e ervilha. Para
a proteinas de ervilha os valores experimentais para o DPPH, ORAC e FRAP nas condicdes
escolhidas foram 3,64, 568,7 € 9,18 uMol TE g! para hidrolisados com a protease de Bacillus
licheniformis LBA 46, ¢ 3,77, 719,67 € 9,17 uMol TE g! para hidrolisados com Alcalase® 2,4L,
respectivamente. Em comparagdo com as proteinas de ervilha ndo hidrolisada, a atividade
antioxidante estimada pelo método de DPPH (8,04 uMol TE g') e FRAP (25,07 uMol TE g)
foi reduzida. Mas, a atividade antioxidante medida pelo ensaio ORAC, apds otimizagao, foi
maior que a atividade para a proteina intacta (77,61 uMol TE g!), aumentando 7,33 ¢ 9,27 vezes
para a protease de Bacillus licheniformis LBA 46 e a protease comercial Alcalase® 2,4L,
respectivamente. J& para o hidrolisado de proteina de arroz os valores experimentais para ORAC
e FRAP as condi¢des selecionadas foram 940 e 18,78 uMol TE g’!, respectivamente, para os
hidrolisados de proteina de arroz preparados com a protease de Bacillus licheniformis LBA 46,
e 1.001,94 e 19,31 uMol TE g!, respectivamente, para os hidrolisados de proteina de arroz

preparados com Alcalase® 2,4L. Apds a otimizagdo das condi¢des de hidrélise enzimatica, os
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valores de atividade antioxidante aumentaram quando comparados a proteina de arroz nao
hidrolisada: 324,97 uMol TE g'! (ORAC) e 6,14 uMol TE g'! (FRAP). Para a hidrélise realizada
com a protease de Bacillus licheniformis LBA 46, houve um aumento de 2,9 vezes para ORAC
e 3,05 vezes para o ensaio FRAP. Para a hidrélise realizada com Alcalase® 2.4L, houve um
aumento de 3,08 vezes para ORAC e 3,14 vezes para o ensaio FRAP.

Cavallaro (2019) avaliou a obtengdo de peptideos com atividade bioldgica, incluindo
fungdes antioxidantes por meio da hidrolise enzimatica de proteinas concentradas de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) variedade carioca e vermelho, utilizando proteases. A hidrélise foi
realizada por planejamento de mistura de enzimas (Flavourzyme® 500 L; Alcalase® 2,4 L; e
Neutrase® 0,8 L). No estudo a atividade antioxidante foi avaliada utilizando os métodos de
ABTS; FRAP e ORAC, sendo que os melhores resultados foram obtidos para hidrolisados
obtidos do feijio carioca com 1/, de Flavourzyme® ; 1/, Alcalase®™ ; e 1/, Neutrase®, sendo
obtidos 113,91 pMol TE g para o método ABTS, 27,90 uMol TE g! para o0 método FRAP e
825,2 uMol TE g! para o método ORAC.

Felix et al. (2021) avaliaram a atividade antioxidante em emulsdes obtidas com
hidrolisados concentrados de feijao fava em pH 3,0, 5,0 e 8,0. Foram estudados dois tipos de
hidrolisados para a preparacdo das emulsdes, sendo com baixo e alto teor de hidrolise da
proteina de feijdo fava. As avaliacdes para atividade antioxidantes foram realizadas pelos
métodos de FRAP e ORAC e ocorreram em trés momentos, no primeiro dia de preparo da
emulsdo, apos 15 dias do preparo e apds simulacdo in vitro de digestdo gastrointestinal. Foram
relatados melhores resultados de atividade antioxidante para a emulsdo preparada com
hidrolisado de proteina de feijdo com menor grau de hidrolise, sendo que para os métodos de
FRAP e ORAC foram obtidas atividades de 1.108,6 + 3,8 ¢ 1.159,9 + 20,5 uMol TE g,

respectivamente.



39

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das visceras de frangos

Amostras de visceras de aves da espécie Gallus gallus, da linhagem Cobb, de 30 a 33
dias de idade com peso médio entre 1,4 a 1,6 kg, foram coletadas imediatamente apos o abate
das aves no frigorifico da BRF S.A, localizado em Carambei — Parand. As amostras de pancreas

e duodeno foram separadas manualmente e armazenadas congeladas a -12 °C.

4.2 Obtenc¢ao da preparacio bruta de pancreas e duodeno de frangos

As amostras de pancreas e duodeno armazenadas a -12 °C foram cortadas em pedacos
com o auxilio de faca. Posteriormente 500 g de amostras foram homogeneizadas por 1 minuto
em Blixer 3® da marca RobotCoupe de 3,7 L. A amostra homogeneizada denominada
preparacdo bruta de pancreas e duodeno foi dividida em aliquotas de 50 g e congeladas
separadamente em tubos plasticos e armazenadas a -12 °C. A preparagdo bruta de pancreas e
duodeno foi utilizada para o estudo de obtencao de proteases, lipase e a-amilase.

A Figura 3 ilustra o fluxograma das andlises realizadas no estudo.

4.3 Obtencao das preparacgdes enzimaticas de protease, a-amilase e lipase da preparacao

bruta de pancreas e duodeno de frangos

4.3.1 Obtencao de preparacgoes enzimaticas por homogeneizacio da preparacao bruta de
pancreas e duodeno em agua destilada ou solucio tampio fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5mM de CaCl:

Amostras de 10 g da preparagdo bruta de pancreas e duodeno de frangos obtida de
acordo com o item 4.2 foram misturadas com 10 mL de dgua destilada gelada (4 °C) ou 10 mL
de solugdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5mM de CaCl, (4 °C) na razao 1:1
(m:v), com agitagdo manual com bastdo por 5 minutos ou com auxilio de agitador de hélice por
I minuto, em banho de gelo. Os tubos de centrifuga de 50 mL contendo as amostras
homogeneizadas foram centrifugados a 11.000 x g por 45 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
filtrado com gaze para remocdo de gordura e outras particulas solidas, posteriormente foi
congelado a -12 °C. As atividades enzimdticas de protease, a-amilase e lipase foram
determinadas conforme descrito nos itens 4.4.1, 4.4.2 e 4.4.3, respectivamente. A concentracao

de proteina foi estimada pelo método de Lowry modificado por Hartree (1972).
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4.3.2 Obtencio de preparacgoes enzimaticas por homogeneizacio da preparacio bruta de
pancreas e duodeno em solucido 0,9% de NaCl e Tampao Tris-HCI 0,05 Mol/L. pH 8,0
contendo 50 mMol/L de CaCl:

Amostras de 2 g de preparagao bruta de pancreas e duodeno de frangos obtida de acordo
com o item 4.2 foram misturadas com 18 mL de solugdo 0,9% de NaCl, a 4 °C na razio 1:9
(m:v) e 2 g de preparagdo bruta com 18 mL de Tampao Tris-HCI1 0,05 mMol/L pH 8,0 contendo
50 mM de CaClya 4 °C narazao 1:9 (m:v), com auxilio de bastao, por 5 minutos em banho de
gelo. Os tubos de centrifuga de 50 mL contendo as amostras homogeneizadas foram
centrifugados a 11.000 x g por 45 minutos a 4 °C ¢ o sobrenadante filtrado com gaze para
remocdo de gordura e outras particulas solidas. As atividades enzimaticas de protease, a-
amilase e lipase foram determinadas conforme descrito nos itens 4.4.1, 4.4.2 e 4.4.3.,
respectivamente. A concentragcdo de proteina foi estimada pelo método de Lowry modificado

por Hartree (1972).

4.3.3 Obtencao de preparacées enzimaticas da preparacgio bruta de pancreas e duodeno
por extracio em agua destilada ou solucio tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5
mMol/L. de CaClz, seguido de precipitacio com solventes orginicos: acetona, etanol ou
alcool isopropilico

Amostras de 10 g da preparacao bruta de pancreas e duodeno foram misturadas em 10
mL de agua destilada resfriada a 4°C ou 10 mL de solugdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 mMol/L de CaClz (4 °C) (1:1, m:v), com auxilio de bastdo, por 5 minutos, em
banho de gelo. Os tubos de centrifuga de SO0mL contendo as amostras foram centrifugados a
11.000 x g por 45 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado com gaze para remogao de gordura
e outras particulas solidas. Amostras do filtrado foram submetidas a precipitagdo utilizando trés
diferentes solventes: acetona, alcool isopropilico e etanol. Para o processo de precipitagdo, 50
mL de amostras do filtrado e 100 mL (1:2, v:v) de acetona, alcool isopropilico ou etanol a -16
°C foram homogeneizadas manualmente com bastdo por 2 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 11.000 x g por 45 minutos a 4 °C. O precipitado foi armazenado em
geladeira a 4 °C durante 48 horas para evaporacdo dos solventes. O precipitado foi congelado
a-12 °C e armazenado até o momento das determinagdes enzimaticas e aplicagao das enzimas.

Para comparagdo estatistica das médias entre os diferentes métodos de extracdo foi

utilizado o teste de Tukey (Minitab®19).
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Figura 3: Fluxograma de analises
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4.4 Determinacio da atividade enzimatica de protease, a-amilase e lipase
4.4.1 Determinacio da atividade enzimatica de protease

A atividade proteolitica foi avaliada utilizando azocaseina como substrato e determinada
segundo a metodologia de Charney & Tomarelli (1947), modificada por Castro & Sato (2013).
As misturas de reagdo contendo 0,5 mL de azocaseina (0,5% m:v) em tampao fosfato 0,1 Mol/L
pH 8,0 ¢ 0,5 mL de soluc¢do enzimética foram incubadas por 40 min a 37 °C e a reagdo paralisada
pela adicao de 1,0 mL de solucdo 10% de acido tricloroacético (TCA). A mistura reacional foi
submetida a centrifuga¢do a 11.000 x g por 15 minutos a 25 °C e o sobrenadante coletado e
misturado a 1 mL de solugdo 5 M de hidréxido de potassio para formagdo do composto
cromoforo e a leitura de absorbancia realizada a 428 nm. Uma unidade de atividade de protease
foi definida como a quantidade de enzima capaz aumentar 0,01 na absorbancia a 428 nm por

minuto de reacao entre o branco reacional e a amostra nas condi¢des do ensaio.

4.4.2 Determinacio da atividade enzimatica de a-amilase

A atividade de a-amilase foi avaliada pelo método de Osman (1982) com modificagdes,
por meio da determinagdo de agticares redutores formados a partir de substrato amido soluvel.
Para a preparacdo do substrato, uma suspensdo de 2 g de amido solivel em 50 mL de agua
destilada foi aquecida por 10 minutos em ebuli¢do. Apos atingir a temperatura ambiente, foi
adicionado 50 mL de tampao fosfato 0,04 Mol/L pH 6,9, contendo 0,0134 Mol/L de NaCl e em
seguida o volume foi completado para 100 mL com agua destilada. A mistura de 0,5 mL de
solugdo 2% de amido soluvel em tampao fosfato 0,004 Mol/L pH 6,9; contendo 0,0134 Mol/L
de NaCl e 0,5 mL de solugdo enzimatica foi incubada a 37 °C durante 10 minutos. A reacao foi
paralisada pela adicdo de 1mL de reagente 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e em seguida os
tubos foram aquecidos em banho-maria em ebulicao por 5 minutos. Em seguida, foi realizado
o resfriamento em banho de gelo e adicionado 8 mL de 4gua destilada. A absorbancia das
solucdes foi medida a 540 nm. Uma unidade de atividade de a-amilase foi definida como 1 mg
de agucares redutores expressos como glicose liberados a partir de amido durante 1 minuto a

37 °C, entre o branco reacional e a amostra nas condi¢des do ensaio.

4.4.3 Determinacio da atividade enzimatica de lipase

A atividade de lipase foi determinada pelo método de Rathelot et al. (1976) modificado.
Frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 5 mL de emulsdo de 6leo de oliva (25% de dleo de
oliva + 75% de solugdo 7% de goma ardbica), 2 mL de tampao fosfato 0,1 Mol/L pH 7,0 e 1

mL de solucdo enzimatica foram incubados em banho-maria Dubnoff com agitagdo linear (45
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oscilagdes/min) a 40 °C por 30 min. Apds a incubagdo, a reagdo foi interrompida pela adigdo
de 5 mL de acetona-etanol (1:1, v:v). Os acidos graxos liberados foram titulados com NaOH
0,05 Mol/L, na presenca de 3 gotas de fenolftaleina 1% em etanol, como indicador. Uma
unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que libera um pmol
de 4cido graxo por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas condi¢des do

ensaio.

4.5 Determinacio da concentracao de proteina
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry modificado por

Hartree (1972) utilizando-se albumina de ovo como padrao.

4.6 Hidrolise de proteinas, amido e oOleos vegetais com preparacdes enzimaticas de

pancreas e duodeno de frangos

4.6.1 Hidrolise de proteinas com preparacdes enzimaticas de pancreas e duodeno de
frangos

Tubos de ensaio contendo 2 mL de solug¢ao 1% de albumina de ovo, caseina ou farinha
de visceras de frangos e 1 mL de solugdo enzimatica foram incubados a 50 °C por 30 minutos.

O grau de hidrolise foi estimado conforme método descrito no item 4.6.1.1. Foram testadas as
preparagdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos extraidas com agua e agitagao
manual por 5 minutos; dgua e agitacdo mecanica com hélice por 1 minuto; tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl: e agitagdo manual por 5 minutos; tampao fosfato
0,05 Mol/L pH 7,0 e agitagdo mecéanica com hélice por 1 minuto; extragdo com agua seguida
de precipitagdo com acetona; extragdo com agua seguida de precipitacdo com etanol; extracao
com agua seguida de precipitagdo com alcool isopropilico; extragdo com tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl, seguida de precipitacdo com acetona; extracao
com tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMoL/L de CaCl, seguida de precipitacido
com etanol e extracdo com tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl,

seguida de precipitagdo com alcool isopropilico.

4.6.1.1 Determinacio do teor de proteina soliivel em acido tricloroacético, nos
hidrolisados proteicos
O teor de proteina soluvel em &cido tricloroacético (TCA) dos hidrolisados, forma

indireta de avaliar o grau de hidrolise, foi avaliado conforme método descrito por Peri€in ef al.
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(2009) e Matos (2020). Uma aliquota de 0,5 mL de solucao 0,44 Mol/L de acido tricloroacético
foi adicionada em microtubos contendo 0,5 mL de hidrolisado (0,8 mg/mL). A mistura foi
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente e posteriormente centrifugada a 17.000 x
g durante 15 min. O sobrenadante foi utilizado para medir o contetido de proteina pelo método
de Lowry modificado por Hartree (1972) usando albumina de soro bovino como padrdo. Os
resultados foram expressos como porcentagem da razdo entre o teor de proteina soluvel em

acido tricloroacético e o teor de proteina total no hidrolisado.

4.6.2 Hidroélise de amido com preparacdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos

Tubos de ensaio contendo misturas de 2 mL de suspensdo 1% de amido de milho,
mandioca, batata, amido de milho com alto teor de amilose, amido de milho ceroso ou amido
de arroz ceroso (previamente gelatinizados em agua, e diluidos em tampao Tris-HCI 0,02 Mol/L
pH 7,5 contendo concentragdo final de 0,01 Mol/L de NaCl e 0,1 Mol/L de CaCl2) e 1 mL de
solugdo enzimatica foram incubados a 37 °C e 50 °C por 30 minutos (BUONOCORE, 1977).
O teor de acucares redutores foi estimado pelo método de Somogyi-Nelson (1945). Foram
testadas as preparagdes enzimadticas de pancreas e duodeno de frangos extraidas com agua e
agitacdo manual por 5 minutos; dgua e agitacdo mecanica com hélice por 1 minuto; tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl; e agitagdo manual por 5 minutos; e

tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 e agitagdo mecanica com hélice por 1 minuto.

4.6.3. Hidrdlise de 6leos com preparacdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos
A hidroélise de azeite de oliva e 6leos de milho e soja com preparagdes enzimaticas de
pancreas e duodeno de frangos foi testada de acordo com o método descrito por Watanabe et
al. (1977), modificado. Em Erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 2,5 mL de emulsdo de
azeite de oliva, 6leo de milho ou soja a 25% (v:v) em solucdo 2% (v:v) de alcool polivinilico,
2,5 mL de tampao Tris-HCI 0,1 Mol/L pH 8,0 e 1 mL de solugdo enzimatica, posteriormente a
mistura foi incubada a 45 rpm e 30 °C durante 30 minutos A reacao foi paralisada pela adicao
de 10 m/ L de mistura de acetona/etanol (1:1, v:v). O teor de &cidos graxos liberados foi
determinado por titulacdo com NaOH 0,05 N, utilizando 3 gotas de timolftaleina (0,2%) como
indicador. Uma unidade de lipase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar um pmol de 4cido graxo por minuto nas condi¢des do ensaio. Foram testadas as
preparacdes enzimaticas extraidas de pancreas e duodeno de frangos com agua e agitacdo
manual por 5 minutos; dgua e agitacdo mecanica com hélice por 1 minuto; tampao fosfato 0,05

Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl: e agitagdo manual por 5 minutos; e tampao fosfato
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0,05 Mol/L pH 7,0 e agitacdo mecanica com hélice por 1 minuto.

4.7. Purificacao parcial da protease de pancreas e duodeno de frangos por filtracao em gel
de Sephadex G-100

Uma aliquota de 3 mL de preparacdo enzimatica de pancreas e duodeno de frangos
extraida como agua destilada e agitagdo manual por 5 minutos e concentrada por precipitagdo
com acetona, contendo 12.576,93 U de protease, 4.166 U de a-amilase e 5,380 U de lipase + 5
mg de Blue dextrana foi aplicada em coluna de Sephadex G-100 (2 cm @ x 40 cm) equilibrada
com solugao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0. Fragdes de 3 mL foram coletadas a cada 7 minutos. A
eluicdo das proteinas foi acompanhada pela medida de absorbancia a 280 nm. A atividade de
protease, a-amilase e lipase nas fracdes eluidas foram determinadas como descrito nos itens

4.4.1,4.4.2 e 4.4.3, respectivamente.

4.7.1 Determinacdo da atividade da protease parcialmente purificada de pancreas e
duodeno de frangos e preparacdes de enzimas comerciais em diferentes proteinas

A atividade da protease da preparacgdo parcialmente purificada de pancreas ¢ duodeno
de frangos, na hidrdlise das proteinas albumina de ovo, caseina e visceras de frangos foram
comparadas com a atividade de proteases comerciais Neutrase® (Bacillus amyloliquefaciens),
Alcalase® (Bacillus licheniformis) e Flavourzyme® (Aspergillus oryzae). Tubos de ensaio
contendo 2 mL de solugao 1% de albumina de ovo, caseina ou farinha de visceras de frangos
em tampao 0,1 Mol/L pH 8,0 e 1 mL de solucao de protease (50 U/mL) foram incubados a 50
°C. A concentracdo de proteinas soluveis em 4acido tricloroacético foi determinada como

descrito no item 4.6.1.1.

4.7.2 Determinagio do efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade da protease
parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos utilizando planejamento

experimental

4.7.2.1 Determinacdo dos efeitos do pH e temperatura na atividade da protease
parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos, utilizando planejamento
experimental

Os efeitos do pH e temperatura na atividade da protease parcialmente purificada foram
determinados utilizando delineamento 22 com trés repeti¢des no ponto central e quatro pontos
axiais, totalizando 11 ensaios. As variaveis independentes utilizadas foram o pH e a temperatura

e a variavel dependente a atividade enzimatica.
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Para verificar a qualidade do ajuste da equagdo do modelo de segunda ordem, foram
utilizados os coeficientes de determinacdo (R?) e o Teste F (ANOVA). As relagdes entre as

respostas e as variaveis foram determinadas com a utilizagdo do pacote Statistica® 13.3.

4.7.2.2.Determinacdo dos efeitos do pH e temperatura na estabilidade da protease
parcialmente purificada de pincreas e duodeno de frangos, utilizando planejamento
experimental

Os efeitos do pH e da temperatura na estabilidade da protease parcialmente purificada
foram determinados utilizando delineamento 22 com trés repeticdes no ponto central e quatro
pontos axiais, totalizando 11 ensaios. As variaveis independentes utilizadas foram o pH e a
temperatura e a varidvel dependente a atividade enzimatica. Os valores codificados e reais das
variaveis utilizados para determinagdo da estabilidade foram iguais aos utilizados para a

determinagdo do efeito do pH e temperatura na atividade da protease.

Tabela 1: Valores codificados e reais utilizados no delineamento experimental para
determinacio dos efeitos do pH e temperatura na atividade e estabilidade da protease

parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos

Varidvel Codigo -1,41 -1 0 +1 +1,41
pH x1 7,0 7,3 8,0 8,7 9,0
Temperatura (°C) x2 45 48 55 62 65

Para avalia¢do da estabilidade da enzima, aliquotas da preparagdo purificada da protease
foram mantidas a temperatura e pH determinados no planejamento fatorial (Tabela 2) por 15,
30, 45 e 60 minutos, apds este periodo as amostras foram transferidas para banho de gelo e o
pH ajustado para 8,0 pela adigao de tampado fosfato 0,1 Mol/L. A atividade residual foi
determinada em pH 8,0 e a 55 °C.



47

Tabela 2: Planejamento fatorial, valores codificados e reais das variaveis do estudo dos
efeitos do pH e temperatura na estabilidade de protease parcialmente purificada de

pancreas e duodeno de frangos

Ensaios pH Temperatura (°C) pH Temperatura (°C)
1 -1 -1 7,3 48
2 +1 -1 8,7 48
3 -1 +1 73 62
4 +1 +1 8,7 62
5 -1,41 0 7,0 55
6 +1,41 0 9,0 55
7 0 -1,41 8,0 45
8 0 +1,41 8,0 65
9 0 0 8,0 55
10 0 0 8,0 55
11 0 0 8,0 55

4.8 Estudo da aplicaciio das preparacdes de proteases de pancreas e duodeno de frangos

4.8.1 Obtencio de hidrolisados de proteinas de arroz, ervilha, feijao fava e semente de
abdbora utilizando preparacdes de proteases de pancreas e duodeno de frangos

Para o estudo de obtencdo de hidrolisados proteicos foram usados proteinas de arroz
(84,4 g de proteina/100g), ervilha (77,8 g de proteina/100g), feijao fava (57,7 g de
proteina/100g) e semente de abdbora (22 g de proteina/100g), comerciais. Os hidrolisados de
proteinas de arroz, ervilha, feijao fava e semente de abobora foram preparados de acordo com
a metodologia descrita por Castro & Sato (2014) e Cavallaro (2019). Amostras de misturas de
5 g do concentrado proteico, 45 mL de tampao fosfato 0,1 Mol/L pH 8,0 e preparacdes de
proteases (50 U por mL de mistura reacional) foram incubadas a 55 °C e 100 rpm durante 2
horas. Foram testadas as preparacdes de proteases parcialmente purificada de pancreas e
duodeno de frangos, protease extraida com agua destilada e agitacdo manual por 5 minutos e
precipitada com acetona e protease extraida com dgua destilada e agitagdo manual por 5 minutos
e precipitada com alcool isopropilico. Posteriormente, as proteases foram inativadas em banho-
maria a 100 °C por 20 min, posteriormente as misturas foram submetidas a centrifugagdo a
11.000 x g a 5 °C por 20 min e os sobrenadantes contendo os peptideos foram coletados e

liofilizados para as analises descritas a seguir.



48

4.8.1.1 Determinacido das proteinas soluveis em acido tricloroacético dos hidrolisados de
proteinas de arroz, ervilha, feijao fava e semente de abobora obtidos com preparacoes de

proteases de pancreas e duodeno de frangos

As proteinas soliveis em écido tricloroacético dos hidrolisados de proteinas de arroz,

ervilha, feijao e sementes de abobora foram determinadas como descrito no item 4.6.1.1.

4.8.1.2 Avaliacdo da atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas de arroz,
ervilha, feijao fava e semente de abdébora obtidos com preparacoes de proteases de

pancreas e duodeno de frangos

4.8.1.2.1 Avaliacdo da atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas de arroz,
ervilha, feijao fava e semente de abdébora obtidos com preparacoes de proteases de
pancreas e duodeno de frangos pelo método de DPPH

A avaliagdo de eliminacao de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) dos
hidrolisados de proteina foi determinada conforme método descrito por Brand-Willians et al.
(1995), com modificagdes (MATOS, 2020). Microtubos de 2 mL contendo a mistura de 132 pL
de hidrolisado (5 mg/mL) e 268 pL de solugdo 0,02% de DPPH em etanol 99,5% foram
incubados por 60 min a temperatura ambiente no escuro e posteriormente centrifugados a
10.000 x g durante 5 minutos. A reducao do radical DPPH foi avaliada a 517 nm em leitor de
microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Finland). A determinacao foi realizada
em quadruplicata e os resultados expressos em pmol de equivalente de Trolox por grama de

proteina hidrolisada (umol TE g!).

4.8.1.2.2 Avaliacdo da atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas de arroz,
ervilha, feijao fava e semente de abdébora obtidos com preparacoes de proteases de
pancreas e duodeno de frangos pelo ensaio FRAP: Método de reducao de ferro

O ensaio FRAP baseia-se na medida da habilidade dos antioxidantes da amostra em
reduzirem, em meio 4cido, o complexo FE** /tripiridiltriazina (TPTZ), e formar Fe**, de cor
azul intensa e absor¢ao maxima a 593 nm. A avaliacdo de FRAP foi realizada de acordo com o
método descrito por Benzie & Strains (1996) modificado por Wiriyanphan et al. (2012). O
reagente FRAP foi preparado pela mistura de 25 mL de tampao acetato 300 mMol/L (pH 3,6),
2,5 mL de soluc¢ao de TPTZ (2,4,6- tripiridil-S-triazina) 10 mM (preparada em HCI 40 mM) e
2,5 mL de solugao 20 mMol/L de FeCl3,6H>O. Em ambiente escuro foram adicionados 50 pL
de hidrolisado (5 mg/mL) e 250 pL do reagente FRAP em microtubos de 2 mL. Os microtubos
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foram agitados em vortex e incubados durante 25 minutos a 37 °C e posteriormente
centrifugados a 10.000 x g durante 5 minutos. A absorbancia foi avaliada a 595 nm em leitor
de microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Finland). Para a determinagao da
atividade antioxidante das amostras foi construida uma curva padrao de Trolox e os resultados

expressos em umol TE g™, A determinacio foi realizada em quadruplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo de protease, a-amilase e lipase da preparacao bruta de pancreas e duodeno
de frangos

5.1.1 Extracao de proteases por homogeneiza¢do da preparaciao bruta de pancreas e
duodeno de frangos em agua destilada e solucdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 mMol/L de CaCl:

A Tabela 3 ilustra que na extracdo de enzimas da preparagdo bruta de pancreas e
duodeno de frangos com agua destilada e solugdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo
0,5 mMol/L de CaCl,, a utilizagdo do tampao fosfato pH 7,0 adicionado de cloreto de célcio e
agitacdo mecanica durante 1 min., ndo aumentou a atividade de protease comparada com a
extragdo com agua e agitacdo manual durante 5 min. Foram obtidos 12.888,50 + 96,90 U/g ¢
12.567,00 + 49,10 U/g de protease na extragdo com a agitacdo manual por 5 min. com agua e
com solucdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl,,
respectivamente.

Mane et al. (2010) avaliaram a obten¢do de uma aminopeptidase-N (APN) utilizando
intestino de frangos. Foi testada a homogeneizagao de amostras de intestino em agua destilada
na propor¢ao de 40%. Os autores observaram que a enzima obtida no extrato bruto apresentava
atividade de 1 U/mg de proteina era ativada na presenga de Ca** na concentragdo de 0,5 Mol/L.

Mane et al. (2011) estudaram a obtengdo de aminopeptidade de 66 kDa por
homogeneizacao de amostras de intestino de frangos em tampao fosfato de sédio 10 mMol/L
pH 8,0 na propor¢ao de 40% e observaram que a atividade obtida da enzima foi de 1 U/mg de
proteina.

Rathina Raj et al. (2010a) analisaram a atividade de proteases obtidas por
homogeneizacao de intestino de frangos em agua destilada na propor¢ao de 25 g de amostra
para 250 mL de dgua destilada e homogeneizagdo a 2.000 rpm. Os autores observaram que a
atividade da protease das visceras in natura era de 16,1 U/mg de proteina. Ja nos testes para
proteases acidas, alcalinas e neutras foram obtidas 7, 29,7 e 31,58 U/mg de proteina,
respectivamente. Os autores observaram que os melhores resultados de atividade de protease
foram obtidos em pH neutro.

Rathina Raj et al. (2010b) em continuidade ao estudo anterior testaram a obten¢do de
proteases por homogeneizagao de intestino de frangos em agua destilada pH 6,8, tampao fosfato
0,1 mol/L pH 7,0, solugdo 1% de NaCl pH 6,7 e solugdo 1% de cloreto de potassio contendo

0,1 Mol/L de Na;EDTA. Os autores observaram que a obten¢do com diferentes solu¢des ndo
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promoveu resultados estatisticamente diferentes. A atividade de protease do extrato bruto foi
de 25,05 U/mg de proteina.

Sarangi et al. (2010) avaliaram a obtencdo de proteases em sistema aquoso em duas
fases de polietilenoglicol e sais. As amostras de intestino de frangos foram homogeneizadas em
agua e posteriormente tratadas no sistema de duas fases para purificagdo. Os autores observaram
que o extrato bruto apresentava 11,40 U/mg de proteina. Na etapa de purificagdo a atividade
variou entre 9,9 e 84,2 U/mg de proteina, sendo que a maior atividade foi obtida para o
tratamento utilizando citrato de sddio.

Srisantisaeng et al. (2013) estudaram a obteng¢ao de proteases do intestino e pancreas de
frangos por homogeneizacdo em agua destilada na proporcao de 1:1 (m/m) e liofilizagdo. O
extrato liofilizado apresentou 0,35 U de protease/mg de proteina.

Gené (2019) observou que os extratos brutos de pancreas + intestino delgado e pancreas
+ duodeno in natura, obtidos de frangos, homogeneizados em Blixer 3® Robot Couped de 3,7
L apresentaram atividade de protease iguais a 740 = 58 U/g e 1.797 £ 167 U/g, respectivamente.
No presente estudo, na extracdo de protease de pancreas e duodeno de frangos por
homogeneiza¢do com agua destilada e agitacdo manual por 5 min. foi obtido atividade de

protease 3,35 vezes maior do que a descrita por Gené (2019).



52

Tabela 3: Extracido de proteases da preparac¢io bruta de pancreas e duodeno de frangos por homogeneiza¢io em agua destilada e solugdo

tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaClz, com agitacio manual e mecénica

Método de extracao das Atividade relativa de Atividade especifica de Atividade Recuperacio
enzimas de pancreas e protease protease total de protease IZ Y ¢
duodeno de frangos (U/mL) (U/g de proteina) U) °
Extragdo com 4gua e
agitagdo manual por 5 min. 6.012,50+45,20 12.888,50+£96,90 67.834,00+£510,00? 100
Extragdo com d4gua e
agitagao mecanica por 1 5.897,50+60,60 12.642,00130,00 66.537,00:684,00*°
min. 98,08
Extracdo com  tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 mMol/L CaCl 5.862,50+22,90 12.567,00:£49,10 66.142,00+259,00° 97,50
e agitagdo manual por 5
min.
Extracdo com  tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
5.822,00+£99,90 12.481,00+214,00 65.691,00+1.127,00° 96,84

contendo 0,5 mMol/L CaCl;
¢/ agitacdo mecanica por 1
min.

Meédias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de significéncia.
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5.1.2 Extracdo de protease por homogeneizacio da preparacio bruta de pancreas e

duodeno de frangos em solucio 0,9% de NaCl e soluciio tampéao Tris-HCI 0,05 Mol/L. pH

8,0

A Tabela 4 ilustra que foi obtido menor atividade de protease na extragdo de enzimas

da preparagdo bruta de pancreas e duodeno com solucao 0,9% de NaCl e solugdo tampao Tris-

HCI 0,05 Mol/LL pH 8,0, sendo obtido atividade especifica igual a 3.227,90+74,30 U/g e

2.711,10£19,30, respectivamente, comparada com a homogeneizag¢ao da preparacdao em agua

destilada.

Tabela 4: Determinacio da atividade de protease nas preparacdes enzimaticas obtidas por

homogeneizacio da preparacio bruta de pancreas e duodeno de frangos em solu¢ao 0,9%

de NaCl e solucao tampiao Tris-HCI 0,05 Mol/L pH 8,0

Método de
extragdo das Atividade Atividade .

imas d relativa de especifica de Atividade R <
o P total de protease  couPeragao
pancreas e protease protease ) o
duodeno de (U/mL) (U/g de proteina)
frangos
Extragdo  com

adgua e agitacdo
manual por 5
min.

Extracdo  com
solucao 0,9% de
NaCl e agitagdo
manual por 5
min.

Extracido  com
tampao Tris-HCI
0,05 Mol/L pH
8,0 contendo 50
mMol/L de
CaCl; e agitagao
manual por 5
min.

6.012,50+45,20

1.505,80+34,70

1.265,00+9,01

12.888,50+96,90

3.227,90+74,30

2.711,10£19,30

67.834,00+510,00? 100

16.989,00+391,00° 25,04

14.168,00+101,70° 21,04

Meédias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de

significancia.
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5.1.3 Obtencao de proteases por homogeneizacio da preparaciao bruta de pancreas e
duodeno de frangos em agua destilada ou homogeneizacio em solucio tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L. de CaClz, seguido por precipitacio com solventes
organicos
A Tabela 5 ilustra que nos ensaios de extracdo de proteases da preparagdo bruta de
pancreas e duodeno com agua (4 °C) e agitacdo manual por 5 min e posterior precipitacido com
acetona, etanol e alcool isopropilico foram obtidos rendimento de 77,26%, 65,04% e 63,47% ,
respectivamente. Enquanto que nos ensaios de extracdo de protease da preparacao bruta de
pancreas e duodeno com tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L CaCl, e
agitagdo manual por 5 min e posterior precipitagdo com acetona, etanol e alcool isopropilico
foram obtidos 61,23%, 59,93% e 59,27% de recuperagdo, respectivamente. A preparagao
enzimatica obtida por extracdo com agua (4 °C) e agitacdo manual por 5 min e precipitagdo
com acetona apresentou atividade especifica de protease igual a 9.958 + 73,50 U/g de proteina.
Rathina Raj ef al. (2010b) avaliaram a obten¢ao de proteases por homogeneizagao de
intestino de frangos em agua destilada pH 6,8; tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,0; solugdo 1%
de NaCl pH 6,7 e solucdo 1% de cloreto de potédssio contendo 0,1 Mol/L de Na;EDTA com
posterior tratamento por solventes organicos (acetona, alcool isopropilico e etanol). Os autores
observaram que o extrato bruto apresentou atividade de protease igual a 23,05 U/mg de proteina.
Apo6s tratamento com os solventes foi observado que as proteases alcalinas tratadas com
acetona, alcool isopropilico e etanol apresentaram atividade de 24,93, 26,32 ¢ 27,19 U/mg de
proteina, respectivamente. J4 para as proteases acidas o melhor resultado foi obtido por
precipitacdo com alcool isopropilico onde a atividade de enzima foi de 9,69 U/mg de proteina.
Gené (2019) descreveu a obtencao de protease de pancreas + intestino delgado por
homogeneizagdo com agua destilada e precipitagdo com acetona, alcool isopropilico e etanol e
obteve 68,02, 38,76 e 26,83% de recuperacao, respectivamente. Foi obtido maior recuperagao
da protease na extracdo de protease de pancreas + intestino delgado de frangos por
homogeneizagdo com agua destilada e precipitacdo com acetona, sendo obtido atividade

especifica igual a 10.704 = 895 U/g de proteina.
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Tabela 5: Obtencao de protease da preparacio bruta de pancreas e duodeno de frangos por homogeneizacio em agua destilada e solucio

tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaClz, seguido de precipitacio com solventes organicos

Atividade total de

M¢étodos de extracao das enzimas de Atividade relativa de Atividade especifica de Recuperacao
A . protease o

pancreas e duodeno frangos protease (U/mL) protease (U/g de proteina) ) Z

Extracdo com agua e agitagdo manual por 5

min. 6.012,50+45,20 12.888,50+96,90 67.834,00+510,00% 100

Extracdo com agua e agitagdo manual por 5

min., seguido de precipitagdo com acetona 5.641,70+41,60 9.958,80+73,50 52.415,00+£387,00° 77,27

Extracdo com agua e agitagdo manual por 5

min., seguido de precipitagdo com etanol 4.749,50+£54,90 8.383,90+96,80 44.126,00+510,00¢ 65,04

Extracdo com agua e agitacdo manual por 5

min., seguido de precipitagio com 4lcool

isopropilico 4.634,50+28,80 8.180,90+50,80 43.058,00+267,00¢ 63,47

Extracdo com Tampao fosfato 0,05 Mol/L pH
7,0 contendo 0,5 mMol/L CaCl, e agitagdo
manual por 5 min., seguido de precipitagdo 4.469,67+8,78 7.889,97+15,50 41.536,10+81,60¢ 61,23

com acetona

Extragdo em Tampdo fosfato 0,05 Mol/L pH
7,0 contendo 0,5 mMol/L CaCl, e agitacdo
manual por 5 min., seguido de precipitagdo 4.375,75+17,25 7.724,20+30,50 40.653,60+160,30¢ 59,93

com Etanol

Extragdo em Tampdo fosfato 0,05 Mol/L
pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L CaCl, e
agitagdo manual por 5 min., seguido de
precipitacdo com alcool isopropilico

40.208,40+134,4

4.327,83+14,47 7.639,60+25,50 0d

59,27

Meédias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de significancia.
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De acordo com Pinheiro (2016), o processo de precipitagdo ¢ uma etapa bastante
conhecida e empregada nos processos de recuperacao e purificagdo de bioprodutos. Dentre os
métodos de precipitagcdo destaca-se o uso de solventes organicos pelo aumento da solubilizagao
de compostos apolares, reducdo de contamina¢do microbiana € menor custo para tratamento
dos residuos gerados em comparagdo com o salting-out, uma vez que os solventes organicos
podem ser reciclados eficientemente por destilagdo (SCHUBERT, 1981; DOUKYU; OGINO,
2010; PINHEIRO, 2016).

5.1.4 Extracdo de a-amilase por homogeneizacio da preparaciao bruta de pancreas e
duodeno de frangos em agua destilada ou solucio tampio fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 mMol/L de CaCl:

A Tabela 6 ilustra que foi obtido maior extracdo de a.-amilase por homogeneizagao da
preparacdo bruta de pancreas e duodeno com agua e agitacdo manual por 5 minutos, sendo
obtido 540,74 £ 1,96 U/mL e atividade especifica de 1.581,11£17,5 U/g de proteina. A agitagdo
mecanica com hélice por 1 minuto da amostra ndo aumentou a extracdo de a-amilase.

Buonocore ef al. (1977) estudaram a extracao de a-amilases de pancreas de frangos com
solugdo tampao cacodilato de sédio 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,01 Mol/L de NaCl e 0,01
Mol de CaCl, na proporgao 1:5 (m:v) a 0 °C. Apos a centrifugagdo o sobrenadante denominado
extrato bruto apresentou 2.000 U/mL de a-amilase. A enzima foi purificada 6,1 vezes por
cromatografia de afinidade em coluna Sepharose 2B ligada a inibidores de amilase de graos de
trigo, ultrafiltragdo em membrana PM-10 e filtragdo em coluna de Sephadex G-25. A a-amilase
purificada apresentou atividade 6tima em pH 7,5 e 37 °C.

Osman (1982) descreveu a extragdo de a-amilase de pancreas e intestino de frangos
da raca Fayomi de 6 a 8 meses de idade, por homogeneizagdo das amostras em agua destilada
gelada na razdo 1:10 (m:v), seguido de centrifuga¢do. Uma unidade de atividade de oi-amilase
foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de maltose a partir de amido por
minutos a 37 °C. As amostras de intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), duodeno e pancreas
apresentaram 430 U/g, 180 U/g e 22.000 U/g de a-amilase, respectivamente.

Gené (2019) verificou que os extratos brutos de pancreas + intestino delgado e pancreas
+ duodeno in natura, obtidos de frangos, homogeneizados em Blixer 3® Robot Couped de 3,7

L apresentaram 364 £ 27 U/g e 547 + 72 U/g, de a-amilase, respectivamente.
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Tabela 6: Extracao de a-amilase da preparacio bruta de pancreas e duodeno de frangos
por homogeneizacio em agua destilada ou solucio tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0

contendo 0,5 mMol/L de CaClz, com agitacio manual e mecanica

Método de

extragao das Atividade Atividade Atividade Total

enzimas de relativa de o-  especifica de .- de camilase Recuperacado
pancreas e amilase amilase () %
duodeno de (U/mL) (U/g de proteina)

frangos

Extracdo com agua

¢ agitagdo manual  540,74+1,96 1.581,11£17,50  5.434,78+19,75% 100
por 5 min.

Extracdo com agua

e agitacao
A 533,45+6,26 1.559,80+18,30  5.362,42+62,90* 98,66
mecanica por 1
min.
Extracdo com
tampao fosfato
0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 485,32+1,19 1.419,06+26,00  4.878,61+11,90° 89,76

mMol/L CaCl, e
agitacdo  manual

por 5 min.

Extracdo com

tampao fosfato

0,05 Mol/L pH 7,0

contendo 0,5 458,26+8,26 1.339,88+24,10  4.606,67+83,10° 84,76

mMol/L CaCly ¢/
agitacdo mecanica
por 1 min.

M¢édias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de
significancia.

5.1.5 Extracdo de a-amilase por homogeneizacio da preparaciao bruta de pancreas e
duodeno de frangos em solucio 0,9% de NaCl e solucdo tampao Tris-HCI 0,05 Mol/L pH
8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl:

Foi obtido menor atividade de ai-amilase € menor rendimento na extracao da enzima
da preparacao bruta de pancreas e duodeno de frangos com solucao 0,9% de NaCl (356,38 + 74,1
U/g proteina) e solugdo Tris-HCI1 0,05 Mol/L pH 8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl> (313,69 +

51,7 1 U/g proteina), comparada com a extracdo de a-amilase da preparacgdo bruta de pancreas e
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duodeno de frangos com 4gua destilada (1.581,11 + 17,5 U/g proteina) (Tabela 7).

Buonocore et al. (1977) avaliaram a purificagdo e caracterizacdo de a-amilases
provenientes de pancreas de frangos. Amostras de pancreas de frangos foram homogeneizadas
em solucgdo tampao cacodilato de sodio 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,01 Mol/L de NaCl e 0,01
Mol/L de CaCl: na proporcao de 1:5 (m:v) a 0 °C. A amostra foi centrifugada a 20.000 x g por
2 horas a 4 °C. O sobrenadante denominado extrato bruto apresentou 2.000 U/mL de a-amilase.
A oa-amilase do extrato bruto foi purificada por cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose 2B ligada a inibidores de amilase de albumina de grao de trigo conforme descrito
por Buonocore et al. (1975), equilibrada com tampao cacodilato de s6dio 0,05 Mol/L pH 7,0,
concentradas por ultrafiltragdo em membrana PM-10 Diaflo (Amicon Corp., Lexington,
MASS., EUA) e aplicado novamente em coluna cromatografica Sephadex G-25 equilibrada
com tampao de cacodilato de sddio 0,05 Mol/L pH 7,0. Os autores verificaram que a a-amilase
de pancreas de frangos foi purificada 6,1 vezes, sendo obtido recuperagdo de 16% da atividade
inicial. A a-amilase purificada apresentou atividade 6tima em pH 7,5 e 37 °C e mostrou-se
estavel a 4 °C apds 24 horas na faixa de pH alcalino, porém apresentou rapida redugdo de
atividade (30 minutos) em valores de pH abaixo de 7. A a-amilase purificada foi ativada por
CI" na concentragdo 0,01 Mol/L e inativada irreversivelmente pela didlise a 4 °C em agua ou
solucao 0,1 mMol/L de sulfato de sédio.

Osman (1982) avaliou amilases presentes no pancreas e nas diferentes partes anatdmicas
do intestino de frangos. Para o estudo foram coletados o pancreas, duodeno, jejuno, ileo, ceco
e colon de frangos. O extrato enzimatico foi obtido da homogeneizacdo de cada um dos tecidos
em agua destilada, na propor¢ao de 1:10 (m:v), por 3 minutos em alta velocidade. Em seguida,
a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. A atividade da
a-amilase do sobrenadante obtido foi determinada de acordo com o método descrito por
Dahlqvist (1961), com modificagdes. O extrato enzimatico obtido de pancreas de frangos
apresentou a maior atividade a-amilase (22.000 U/g de tecido/minuto) e o extrato enzimatico
proveniente do jejuno apresentou 80% da atividade enzimatica encontrada no intestino de

frangos (3.315 a 4.550 U/g de tecido/minuto).
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Tabela 7: Extracao de a-amilase da preparacio bruta de pancreas e duodeno de frangos
por homogeneizacio em solu¢io 0,9% de NaCl e solucdo tampao Tris-HCI 0,05 Mol/L pH
8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl:

Método de

extra¢do das Atividade Atividade Atividade total de

enzimas de relativa de a-  especifica de a- o-amilase Recuperagao
pancreas e amilase amilase (U) %
duodeno de (U/mL) (U/g de proteina)

frangos

Extracdo com

agua e agitacdo 100
manual por 5 540,74+1,96 1.581,11+17,50 5.434,78+19,75%

min.

Extragdo com

solucao 0,9% de

NaCl e agitagdo 121 8442 81 356,38+74,10  1.225,00+12,20° 22,54
manual por 5

min.

Extragdo com

tampao Tris-

HCI 0,05 Mol/L

pH 8,0 contendo  1(727+1,96 313,69+51,70 1.078,26%8,50°¢ 19,84
50 mMol/L de

CaCl; e agitagao

manual por 5

min.

Meédias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de

significancia.

5.1.6 Extracio de lipase por homogeneizagao da preparacio bruta de pancreas e duodeno
de frangos em agua destilada e solucdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5
mMol/L de CaClz

A Tabela 8 ilustra que foi obtido maior atividade de lipase na extra¢do da enzima da
preparagdo bruta de pancreas e duodeno, com agua destilada, comparada com a extragdo
utilizando solugdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L CaCl,. Foi obtido
atividade especifica de lipase 1.308,61 = 4,70 U/g de proteina e 1.321,69 £ 8,11 U/g de proteina
na homogeneizacdo de da preparagdo bruta de pancreas e duodeno em agua destilada com
agitacdo manual durante 5 minutos e agitacdo mecanica com hélice durante 1 minuto,

respectivamente.
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Gené (2019) verificou que os extratos brutos de pancreas + intestino delgado e pancreas
+ duodeno in natura, obtidos de frangos, homogeneizados em Blixer 3® Robot Couped de 3,7
L apresentaram 92 + 8 U/g e 214 + 24U/g, de lipase, respectivamente. A preparagao de lipase
obtida ap6s homogeneizacao do extrato bruto in natura de pancreas + intestino de frangos com
agua durante 30 segundos e posterior liofiliza¢ao, apresentou atividade especifica igual 608 U/g

de proteina, com recuperagdo de 19,92% em relacdo ao extrato bruto inicial.

Tabela 8: Extracao de lipase da preparacao bruta de pancreas e duodeno de frangos por
homogeneizacio em agua destilada e em solucdo tampao fosfato 0,05 Mol/L. pH 7,0

contendo 0,5 mMol/L de CaClz, com agitacio manual e mecinica

Método de extragdo  Atividade Atividade

das enzimas de relativa de Especifica de Atividade Total Recuperacao
pancreas e duodeno lipase lipase U) %
frangos (U/mL)  (U/g de proteina)

Extracdo com agua

¢ agitagdo manual g0 59,374  1.308,6144,70  8.505,94+30,53° 100

por 5 min.

Extracdo com agua

cagitagdomecnica  gs9 101646  1.321,69+8,11  8.591,01:52,74° 101
por 1 min.
Extracdo com

tampao fosfato 0,05

Mol/L pH 7,0

contendo 0,5 697,90+£9,90  1.073,69+12,44  6.979,01+80,85° 82,05
mMol/L CaCl, e

agitacdo  manual

por 5 min.

Extragdo com

tampao fosfato 0,05

Mol/L pH 7,0

contendo 0,5 706,87+9,61 1.087,50+12,07 7.068,74+78,49° 83,11
mMol/L CaCl, ¢/

agitacdo mecanica

por 1 min.

M¢édias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de
significancia.
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Madhusudhan et al. (1988) estudaram a obtencdo de lipase a partir do pancreas de
frangos como fonte de pancreatina para o tratamento de insuficiéncia de enzimas pancreaticas
em humanos. As amostras de pancreas de frangos foram homogeneizadas em tampao fosfato
0,02 Mol/L pH 8 contendo 0,9% de NaCl (1:5, m:v) por 5 minutos e centrifugadas a 10.000 x
g por 20 min. Os autores observaram que a lipase pode apresentar aumento de atividade em até
3 vezes conforme o vigor da homogeneizagao dos tecidos pancreaticos e que para a extragao da
lipase era necessario romper o maior namero possivel de células, ao contrario da extracao de
algumas proteases. A preparacao de lipase de pancreas de frangos extraida com tampao fosfato
0,02 Mol/L pH 8,0 contendo 0,9% de NaCl na propor¢do 1:5 (m:v) e precipitada com

isopropanol apresenta 24 U/mg, sendo obtido rendimento de 15%.

5.1.7 Extracido de lipase da preparacio bruta de pincreas e duodeno de frangos por
homogenceizacio em solucio 0,9% de NaCl e solucao tampao Tris-HCI 0,05 Mol/L pH 8,0
contendo 50 mMol/L de CaCl:

A extracdo da lipase por homogeneizagdo da preparagdo bruta de pancreas e duodeno
de frangos com solucdo 0,9% de NaCl (615,77 + 7,14 U/g proteina) e solucao tampao Tris-HCI
0,05 Mol/L pH 8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl» (606,13 + 11,13 U/g proteina) resultou em
menor atividade e baixa recuperacao, comparada com a extra¢do da lipase com agua destilada
(1.308,61 + 4,70 U/g proteina). O rendimento de lipase na extracdo da enzima com solugdo
0,9% de NaCl e solucao tampao Tris-HCI 0,05 Mol/L pH 8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl,
foi de 35,83% e 35,27% respectivamente, comparado com a extragdo da lipase com agua
destilada (Tabela 9).

Fendri et al. (2006) estudaram a purificagdo e caracterizagdao de lipase pancreatica de
frangos. Amostras de pancreas congelados foram homogeneizados utilizando cloroférmio e n-
butanol (4:1, v:v). Os autores observaram que a atividade de lipase do extrato bruto, utilizando
o substrato tributirina e 0,004 Mol/L de NaTDC foi 95,3+7,02 U/mg. A precipitagao com sulfato
de amonio 60% aumentou a atividade especifica da lipase para 508,63 + 11,3U/mg (fator de
purificacdo de 5,34 + 0,28) e apds todos os processos de purificagdo foi obtido 9.000 U/mg
(fator de purificacdo de 94,72 + 6,47).
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Tabela 9: Extracao de lipase da preparac¢ao bruta de pancreas e duodeno de frangos por
homogeneizacio em solucio 0,9% de NaCl e em soluciao tampao Tris-HC1 0,05 Mol/L pH
8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl:

M¢étodo de extracao Atividade Atividade

das enzimas de relativa de Especifica de Atividade Total Recuperacao
pancreas ¢ duodeno lipase lipase (U/g de U) %
frangos (U/mL) proteina)

Extragdo com agua

¢ agitacdio manual  850,59+3,74 1.308,61+4,70  8.505,94+30,53% 100

por 5 min.

Extracdo com

solugdo 0,9% de 33867:481 615774714 3.048,05+354° 3583

NaCl e agitacao

manual por 5 min.

Extragao com

tampao  Tris-HCI

0,05Mol/L pH 8,0

contendo 333,37+7,50 606,13£11,13  3.000,32+55,12° 35,27
50mMol/L de

CaCl, e agitacdo

manual por 5 min.

Meédias na mesma coluna seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de
significancia.

5.2 Hidrdlise de proteinas, amido e dleos vegetais com preparacdes enzimaticas de

pancreas e duodeno de frangos

5.2.1 Hidrélise de proteinas com proteases de preparacées enzimaticas de pancreas e
duodeno de frangos
A Tabela 10 ilustra a hidrolise das proteinas albumina de ovo; caseina e farinha de
visceras de frangos utilizando preparagdes enzimaticas, estimada pela determinagdo de proteina
soluvel em acido tricloroacético. O teor de proteina soluvel em acido tricloroacético (TCA) €
um indicador indireto do grau de hidrdlise, devido a capacidade do TCA precipitar proteinas
intactas, enquanto peptideos de baixa massa molecular e aminoacidos livres sdo mantidos em
suspensdo (KETNAWA & OGAWA, 2019; TKACZEWSKA et al., 2020; MATOS, 2020).
A preparagdo enzimadtica bruta de pancreas e duodeno de frangos extraida com agua
destilada gelada (4 °C) e agitagdao manual por 5 minutos apresentou maior atividade de hidrdlise
de albumina de ovo, caseina e farinha de visceras de frangos, comparada com as preparacdes

extraidas com agua e agitagdo mecanica com hélice por 1 minuto; tampao fosfato 0,05 Mol/L
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pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl, com agitagdo manual por 5 minutos; tampao fosfato
0,05 Mol/L pH 7,0 com agitacdo mecanica por 1 minuto.

As preparagdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos extraidas com agua e
agitacdo manual por 5 minutos e precipitadas com os solventes acetona, etanol e alcool
isopropilico, obtidas na forma seca apresentaram maior atividade de hidrolise de albumina de
ovo, caseina e farinha de visceras de frangos, comparada com as preparacdes enzimaticas de
pancreas ¢ duodeno de frangos extraidas com solugdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 mMol/L de CaCl; e agitagao manual por 5 minutos e precipitadas com os solventes
acetona, etanol e alcool isopropilico.

Na hidrélise de albumina de ovo com as preparagdes enzimaticas de pancreas e
duodeno de frangos extraidas com agua e agitagdo manual por 5 minutos e precipitadas com os
solventes acetona, etanol e alcool isopropilico foram obtidos cerca de 48,96 a 49,99% de
proteina soluvel em TCA, comparada com 55,50% de proteina solivel em TCA utilizando a
preparacdo enzimatica de pancreas e duodeno de frangos extraidas com agua destilada e
agitacdo manual durante 5 minutos, considerada como controle.

Os hidrolisados de albumina de ovo obtidas com as preparagdes enzimaticas de
pancreas e duodeno de frangos obtidas por extracdo com agua e agitagdo manual por 5 minutos
e precipitacao com solventes organicos apresentaram maior percentual de proteina soluvel em
TCA do que os hidrolisados de caseina e farinha de visceras de frangos, indicando maior

atividade de hidrolise da albumina de ovo.
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Tabela 10: Hidrolise de proteinas com proteases de preparac¢oes enzimaticas de pancreas

e duodeno de frangos, estimada pela concentracio de proteina solivel em acido

tricloroacético

Proteina soluvel em TCA (%)

Preparagdes de enzimas de Albumina de , F’a rinha de
A Caseina visceras de
pancreas e duodeno de frangos ovo g
rangos
Extragdo com agua e agitagdo manual
por 5 min. 55,50+0,74%B 45,77+0,88%C 59,09+0,64%A

Extragdo com agua e agitacdo mecanica
com hélice por 1 min.

Extragdo com tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de
CaCl; e agitacdo manual por 5 min.

Extragdo com tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de
CaCl; e agitagdo mecanica com hélice
por 1 min.

Extracdo com agua e agitacdo manual
por 5 min. seguido de precipitagdo com
acetona

Extragdo com agua e agitacdo manual
por 5 min. seguido de precipitagdo com
etanol

Extragdo com agua e agitacdo manual
por 5 min. seguido de precipitacdo com
alcool isopropilico

Extragdo com tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L
CaCl; seguido de agitagdo manual por 5
min. seguido de precipitagdo com
acetona

Extracdo com tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L
CaCl; e agitagdo manual por 5 min. e
precipitagdo com etanol

Extracdo com tampao fosfato 0,05
Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L
CaCl, e agitagdo manual por 5 min. e
precipitacdo com alcool isopropilico

43,27+1,72¢B

49,77+0,08%4

48,51+0,10B

49,99+0,37%A

49,46+0,33%A

48,96+0,08%4

40,88+0,08%A

42,91+0,226%A

35,61+0,87A

43,68+1,42%08

42 75+1,55%5B

41,4340,38°<C

37,53+0,72%B

35,87+1,174%C

38,93+1,41%%C

34,28+0,47%B

33,92+£1,43%EC

32,41+0,55%B

57,02+1,15%4

55,60+3,95%4

50,14+3,95%4

38,77+0,4248B

44,95+0,91¢8

42,11+0,10%%8

31,07+0,18%¢

36,29+0,71%B

26,68+0,28&C

Letras minusculas na mesma coluna referem-se a comparacdo entre os diferentes extratos enzimaticos utilizados
na hidrolise das proteinas; letras maiusculas na mesma linha referem-se a comparagao entre as diferentes proteinas
utilizadas na hidrolise; Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95%

de significancia
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5.2.2 Hidrdlise de amido pela o-amilase de preparacdes enzimaticas de pancreas e
duodeno de frangos

As Tabelas 11 e 12 ilustram a concentragdo de agucares redutores formados na
hidrolise de amido pela o-amilase das preparagdes enzimaticas de pancreas ¢ duodeno de
frangos, incubadas a 37 °C e 50 °C, respectivamente. As preparagdes enzimaticas de pancreas
e duodeno de frangos extraidas com agua destilada e agitacdo manual por 5 minutos ou agitacao
mecanica por 1 minuto apresentaram maior atividade de hidrolise das amostras de amido,
comparada com as preparacdes extraidas com solucdo tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0
contendo 0,5 mMol/L de CaCl: e agitagdo manual por 5 minutos ou agitacdo mecanica por 1
minuto.

Foi observado que as misturas de reacao contendo amido de milho, incubadas a 37 °C
e 50 °C apresentaram menor teor de acucares redutores indicando menor susceptibilidade a agao
da a-amilase de pancreas e duodeno de frangos, comparada a hidrélise de amido de mandioca,
batata, amido com alto teor de amilose, amido de milho ceroso e amido de arroz ceroso (Tabela
11e12).

O milho triturado ¢ o principal ingrediente e fonte energética presente na racdo de
frangos. Como a a-amilase de pancreas e duodeno de frangos apresentou menor atividade de
hidrélise de amido de milho, a adi¢do de outras enzimas amiloliticas na ragdo pode aumentar a
digestibilidade do amido. Aderibigbe et al. 2020 relataram que embora a digestibilidade de
amido em frangos seja relativamente alta, certa propor¢ao de amido nao ¢ digerida no intestino
e desta forma a suplementacdo de a-amilase na racdo melhora a perfomance de crescimento,
digestibilidade aparente dos nutrientes e atividade das enzimas digestivas de frangos
alimentados com dieta de milho e soja.

Liu et al. (2021) descreveram a otimizacao da suplementagdo de carboidrases exdgenas
em dieta a base de milho e soja para frangos de 1 a 3 semanas, para a maxima digestibilidade
do amido, usando digestdo gastrointestinal in vitro e método de superficie de resposta. Os
autores verificaram que a combinacao 6tima das 6 carboidrases para a dieta a base de milho e
soja para frangos de 1 a 3 semanas foram 297,39 U/g de glicoamilase, 549,72 U/g de pululanase,
3,01 U/g de maltase, 1.45,73 U/g de a-amilase termoestavel, 278,64 U/g a-amilase com
atividade em temperatura média e 1.985,97 U/g de a-amilase ativa a baixa temperatura,
estimados pela liberacao de acucares redutores e digestibilidade da matéria seca.

Foi observado maior formagao de aguicares redutores nas misturas de reagao contendo

amido e a-amilase de pancreas e duodeno de frangos incubadas a 50 °C (Tabela 12) do que a
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37 °C (Tabela 11).

Buonocore et al. (1977) purificaram o-amilases de pancreas e duodeno de frangos e
observaram que a atividade 6tima da enzima foi a 37 °C e pH 7,5.

Gené (2019) verificou que as o-amilases de pancreas + intestino de frangos
apresentaram maior atividade na faixa de pH 6,0 a 8,0, com atividade maxima em pH 7,0 e dois

picos de atividade 6tima a 35 °C e 45 °C, indicando a presenca de isoenzimas.
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Tabela 11: Hidrolise de amido a 37 °C pela a-amilase de preparacées enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos e formacao de

acucares redutores

Acucares redutores (mg/mL)

Preparagdes de enzimas
de pancreas e duodeno de
frangos

Amido de
Amido de batata milho com alto
teor de amilose

Amido de Amido de
milho mandioca

Amido de milho  Amido de arroz
CEeroso CEeroso

Extracdo com 4gua e
agitagdo manual por 5
min.

Extracdo com 4gua e

p—

agitacdo mecanica por
min.

Extragdo com tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH
7,0 contendo 0,5 mMol/L
de CaCl. e agitacdo
manual por 5 min.

Extragdo com tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH
7,0 contendo 0,5 mMol/L
de CaCl> e agitagdo
mecéanica por 1 min.

10,9150,96*%  11,24+031%"  14,06+0,84%*  12,80+0,21%*P

9,30+0,64"P 10,25+0,32%¢P  12,10+£0,64"AB  11,19+0,30%BC

3,48+0,32%¢ 10,12+0,26%B 10,560,448 9,86+0,84%B

3,13+0,21%P 9,48+0,27"B 8,46+0,324BC 7,90+0,65%¢

13,71£1,04%A 14,414+0,44%A

12,17+0,21%AB 13,01£0,21%A

11,1240,22%AB 12,17+0,56%4

9,58+0,53%8 10,84+0,32¢4

Letras minusculas na mesma coluna referem-se a comparacao entre os diferentes extratos enzimaticos utilizados na hidroélise dos amidos; letras maitisculas na mesma linha
referem-se & comparacao entre os diferentes amidos utilizados na hidroélise; Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de

significancia
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Tabela 12: Hidrolise de amido a 50 °C pela a-amilase de preparacées enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos e formacao de

acucares redutores

Agucares redutores (mg/mL)

Preparacdes de enzimas

Amido de

de pancreas e duodeno de Amido de Milho Amld? de Amido de milho com alto Amido de milho  Amido de arroz
Mandioca Batata . Ceroso Ceroso

frangos teor de amilose

Extracdo com 4gua e

agitacdo manual por 5 13,31£5,0720A 17,27+0,43%A 18,49+0,98%A 15,90+0,24%4A 18,34+1,22%A 19,17+0,52%A

min.

a

Extracdo com agua
agitacdo mecéanica por 1
min.

Extragdo com tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH
7,0 contendo 0,5 mMol/L
de CaCl. e agitacdo
manual por 5 min.

Extragdo com tampao
fosfato 0,05 Mol/L pH
7,0 contendo 0,5 mMol/L
de CaCl> e agitagdo
mecanica por 1 min.

15,69+0,84%8

7,97+0,362C

7,4440,18P

15,94+0,43%48  15.96+0,74%48  13,7440,36%C

12,5340,30%8 14,33+0,51%4 12,26+0,93%B

11,81+0,31%B 11,32+0,37¢B 9,89+0,72¢¢

16,28+0,25%A-B

14,59+0,24%4

12,17+0,59%B

17,26+0,24%4

15,55+0,63%A

13,81+0,36%A

Letras minusculas na mesma coluna referem-se a comparacao entre os diferentes extratos enzimaticos utilizados na hidroélise dos amidos; letras maitisculas na mesma linha
referem-se a comparagdo entre os diferentes amidos utilizados na hidrolise; Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de

significancia
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5.2.3 Hidrolise de azeite de oliva, 0leo de milho e soja com lipase de preparacdes
enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos

A Tabela 13 ilustra a hidrélise de azeite de oliva, 6leo de milho e soja pela lipase de
preparagdes enzimaticas de pancreas e duodeno. As lipases das preparagdes enzimaticas de
pancreas e duodeno de frangos extraidas com tampao fosfato 0,05Mol/L pH 7,0 contendo
0,5mMol/L de CaCly, com agitacdo manual durante 5 minutos apresentou maior atividade de
lipase do que as preparagdes extraidas com agua e agitacdo manual durante 5 minutos ou

agitacdo mecanica por 1 minuto.

Tabela 13: Hidrolise de azeite de oliva, 6leo de milho e soja com lipase de preparacdes
enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos

Atividade de lipase U/mL

Preparacdes de enzimas de i )
pancreas e duodeno de Azeite de oliva Oleo de milho Oleo de soja
frangos

Extracdo com 4gua e
agitagdo manual por 5 min.

651,97+3,74%A 630,38+3,74>8 639,02+3,748

Extracdio com 4agua e

N A . 665,25+6,46%4 658,85+17,09%5A 658,85+6,46%4
agitagdo mecanica por 1 min.

Extragdo  com  tampao

fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0

contendo 0,5 mMol/L de 697,90+9,90%4 669,81+9,90%B 704,38+9,90%4
CaCl: e agitagdo manual por

5 min.

Extragdo com  tampao

fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0

contendo 0,5 mMol/L de 669,12+3,63%B 667,02+6,29%B 723,66+16,65%A
CaCl, e agitacdo mecanica

por 1 min.

Letras minusculas na mesma coluna referem-se & comparagdo entre os diferentes extratos enzimaticos utilizadas
na hidrélise dos Oleos; letras maiusculas na mesma linha referem-se a comparagdo entre os diferentes 6leos
utilizados na hidrolise; Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95%
de significancia
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5.3 Purificacio parcial da protease de pancreas e duodeno de frangos por filtracio em gel
de Sephadex G-100
A Figura 4 ilustra o perfil de eluigdo das proteinas da preparacdo enzimatica de
pancreas e duodeno de frangos obtida por homogeneizacdo em agua destilada, em coluna de
Sephadex G-100 equilibrada em tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0. A protease foi purificada
1,9 vezes com rendimento de 16,5%. As fragcdes n° 30 a 33 contendo atividade de protease
foram reunidas e utilizadas para o estudo dos efeitos do pH e temperatura de atividade
estabilidade e aplicacao na hidrolise de proteina.
Guyonnet ef al. (1999) descreveram a extracdo e purifica¢do de tripsina, quimotripsina
e elastase de pancreas de frangos por cromatografia de afinidade e troca catidnica. O extrato
bruto foi preparado pela incubagdo de 20 g de pancreas de frangos em solucao 0,5Mol/L de
CaCl; contendo 0,02% de azida de sddio ajustado para pH 7,5, durante 9h a 25°C e em seguida
ajustado para pH 8,0. As proteases do extrato bruto pancreas de frangos foram purificadas
utilizando na forma sequencial as colunas de cromatografia de afinidade Sepharose 4B-CMT]I-
I (inibidor de tripsina I de Cucurbita maxima), Sepharose 4B- BPTI (inibidor de tripsina de
pancreas bovino) e Sepharose 4B- STI (inibidor de tripsina de soja), respectivamente. A partir
de 20 g de pancreas de frangos foram obtidos 0,015 U de tripsina, 3,41 U de quimotripsina e
0,027 U de elastase purificada usando os substratos cromogénios BapNA, SucAla, ProPheNA
e SucAlax Na. Na purificacdo da tripsina em coluna de troca cationica Mono S HR 5/5 foram
detectadas 3 formas de tripsina com pH de atividade acima de pH 5,0 e com atividade maxima
na faixa de pH 8,0 — 8,2. A quimotripsina purificada apresentou perfil similar com atividade
maxima na faixa de pH 8,6 a 10. Foram observadas 2 formas de elastases com atividade em pH
acima de 5,0, sendo que a elastase 1 e elastase 2 apresentaram atividade méxima em pH 8,6 e

8,2, respectivamente.



Tabela 14: Purificacdo de protease de pancreas e duodeno de frangos
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Preparacao Atividade Proteinas Atividade Protelpas At1V1(%ade Rendimento Fator de
enzimatica mL (U/mL) (mg/mL) Total Totais Especifica (%) Purificagdo
& (U) (mg) (U/mg de proteina) ° ¢
Protease obtida por
extragdo com agua
destilada € 3 419231 4,7 12.576,93 14,1 891,98 100 1,0
precipitagdo com
acetona (AA)
Protease parcialmente ;92 85 0,4 2.078,55 1,2 1.732,12 16,5 1,9

purificada (PI)

Figura 4: Purificacio da protease da preparac¢io enzimatica de pancreas e duodeno de frangos em coluna de Sephadex G-100
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Mane et al. (2010) estudaram a obtencao e purificagdo de uma peptidase denominada
aminopeptidase-N de intestino de frangos. A enzima foi extraida das amostras de intestino
limpo de frangos por homogeneizagdo em agua destilada na propor¢do de 40% (m:v) em
homogeneizador Polytron. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi precipitado com 60 a 80%
(NH4)2SO4 e dialisado. A aminopeptidase de intestinos de frangos foi purificada 123,7 vezes
até a homogeneidade, com um rendimento de 3,43% ap6s cromatografia em coluna DEAE-
sepharose, ultrafiltragdo em membrana YM-10 e cromatografia em coluna Phenyl-Sepharose.
A enzima foi identificada como alanil-aminopeptidase ou aminopeptidase-N e apresentou
atividade enzimatica 6tima a 60 °C e pH 6,0.

Mane et al. (2011) avaliaram a obtencdo e purificacdo de uma aminopeptidase de
intestinos de frangos, de massa molecular de 66 kDa, com elevada afinidade para residuos de
prolina N-terminal. Amostras de intestino limpo de frangos foram homogeneizadas com uma
solugdo tampao fosfato de sodio 10 mMol/L em pH 8, na proporcao de 40% (m:v) utilizando
um homogeneizador Polytron. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi concentrado por
precipitagdo com 60 a 80% de saturagdo e dialisado. A aminopeptidase foi purificada por
cromatografia DEAE-Sepharose, ultrafiltragdo em membrana YM-10, cromatografia em coluna
Phenyl-Sepharose, concentragdo por ultrafiltragdo, cromatografia de exclusao molecular em
Superdex G-200 e concentragdo em tubo Centricon. A aminopeptidase purificada apresentou

atividade especifica igual a 1 U/mg de proteina e atividade 6tima em pH 7,5 e 55°C.

5.3.1 Atividade de hidrolise de proteinas da protease parcialmente purificada de pancreas
e duodeno de frangos

A protease parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos apresentou
menor atividade de hidrolise da albumina de ovo, caseina e farinha de visceras de frangos,
estimada pela determinagdo do percentual de proteina soluvel em TCA, comparada com
proteases comerciais Neutrase® (Bacillus amyloliquefaciens), Alcalase® (Bacillus
licheniformis) e Flavourzyme® (4spergillus oryzae) (Tabela 15). As amostras de albumina de
ovo, caseina e farinha de visceras de frangos hidrolisadas com a protease parcialmente
purificada de pancreas e duodeno de frangos apresentaram valores de percentual de proteina
solivel em TCA iguais a 52,50 + 0,53%, 45,08 + 0,26% e 58,40 £ 1,20%, enquanto que as
amostras hidrolisadas pela protease Neutrase® (Bacillus amyloliquefaciens) apresentaram 62,22
+0,10%, 57,00 + 2,07 % e 64,92 £+ 1,06%, respectivamente.

As amostras de farinha de visceras hidrolisadas pelas diferentes proteases
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apresentaram maior percentual de proteina soluvel em TCA, comparadas com os hidrolisados
de albumina de ovo e caseina.

Amaral (2022) avaliou a hidrélise de farinha de visceras de frangos com proteases
comerciais para obten¢do de peptideos com propriedades antioxidantes. No estudo foi avaliada
a hidrélise enzimatica utilizando o concentrado proteico da farinha de visceras de frangos e as
proteases comerciais Flavourzyme® e Alcalase®, estudando variaveis do processo de hidrdlise
(tempo de hidrolise e concentracao da mistura de enzimas). O teor de proteina soluvel em TCA
para os hidrolisados de farinha de visceras variaram entre 43,14 £ 0,43 e 64,93 + 0,26,
dependendo das condigdes aplicadas no planejamento experimental. Os resultados obtidos neste
estudo para a hidrolise de farinha de visceras utilizando a protease de pancreas e duodeno e

proteases comerciais estao de acordo com os resultados descritos pelo autor.
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Tabela 15: Atividade de hidrolise de proteinas da protease parcialmente purificada de
pancreas e duodeno de frangos e proteases comerciais, estimada pela determinacio de
proteina soluvel em TCA

Proteina soltivel em TCA (%)

Protease Albumina de ovo Caseina Farinha de Visceras
Protease de pancreas e
duodeno de frangos 52,50+0,53%B 45,08+0,26%C 58,40+1,2094A

parcialmente purificada

Protease Neutrase®
(Bacillus 62,22+0,10%A 57,00+£2,07%8 64,92+1,06%A
amyloliquefaciens)

Protease Alcalase®

. . . . 60,64+0,13"B 62,14+0,57%4A 63,13+0,62%4A
(Bacillus licheniformis) ’ ’ ’ ’ ’ ’
®
;AB b;B b;A
Protease Flavourzyme 58,90+0,35¢ 56,3142,37 61,39+0,86
(Aspergillus oryzae)
Letras mintisculas na mesma coluna referem-se a comparagdo entre os hidrolisados de proteina obtidos por
diferentes proteases; letras maitisculas na mesma linha referem-se a comparagéo entre os hidrolisados de diferentes
proteinas obtidos pela protease; Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 95% de significancia.

5.3.2 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade da protease parcialmente

purificada de pancreas e duodeno de frangos

5.3.2.1 Efeitos do pH e temperatura na atividade da protease parcialmente

purificada, utilizando planejamento experimental

A Tabela 16 ilustra os resultados do planejamento experimental do estudo dos efeitos
das variaveis pH e temperatura na atividade da protease parcialmente purificada de pancreas e
duodeno de frangos parcialmente purificada. Foi observado maior atividade da protease nos

ensaios do ponto central (55 °C e pH 8,0) e no ensaio 5 (55 °C e pH 7,0).
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Tabela 16: Matriz do planejamento experimental para estudo dos efeitos do pH e
temperatura na atividade da protease parcialmente purificada de pincreas e duodeno de
frangos

Ensaios pH  Temperatura (°C) pH  Temperatura (°C) Atividade total da

protease (U)

1 -1 -1 7,3 48 1.593,10
2 +1 -1 8,7 48 1.685,23
3 -1 +1 7,3 62 1.899,66
4 +1 +1 8,7 62 1.041,96
5 -1,41 0 7,0 55 2.032,00
6 +1,41 0 9,0 55 1.971,69
7 0 -1,41 8,0 45 1.452,38
8 0 +1,41 8,0 65 733,73

9 0 0 8,0 55 2.048,75
10 0 0 8,0 55 2.010,22
11 0 0 8,0 55 2.037,02

Devido a alta variabilidade dos processos envolvendo enzimas levou-se em
consideragdo os parametros significativos que apresentaram p-valores menores do que 10%
(p<0,1). Dessa forma, com base nos p-valores excluiu-se os parametros Linear e Quadratico do
pH por apresentarem valores de p insignificativos, sendo os mesmos incorporados aos residuos
para o calculo da ANOVA. O Fca obtido para a regressao foi de 20,0 sendo altamente
significativo e acima do valor tabelado (3,07 (RODRIGUES & IEMMA, 2012)) e¢ a
percentagem de varia¢io explicada (R?) pelo modelo foi muito boa, de 94,09%, indicando que
o modelo ¢ bem alinhado aos dados experimentais.

Na Tabela 17 sdo apresentados os coeficientes do modelo de regressao, por meio da

matriz codificada.
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Tabela 17: Coeficiente de regressiao, erro padrao, valor-t e p-valor do estudo dos efeitos
das variaveis pH e temperatura na atividade de protease parcialmente purificada de

pancreas e duodeno de frangos

Fatores Coeficiente de Erro Padrao Valor-t p-valor
Regressao

Média 2031,99 88,1 23,0596 2,85E-06
pHw) -106,35 53,9 -1,9709 0,105796
pH) -13,19 64,2 -0,2054 0,845363
Temperatura) -169,13 53,9 -3,1342 0,025833
Temperatura(q) -467,58 64,2 -7,2801 0,000765
pH X Temperatura -237,45 76,3 -3,1116 0,026503

Onde: (L) refere-se aos termos Lineares (X;) e (Q) aos termos Quadraticos (X») dos pardmetros.

O modelo ajustado e reparametrizado ¢ caracterizado pela seguinte equagao:

Atividade enzimatica = 2019,58 - 169,13 x, - 463,71 x,2 - 237,46 X1 X3

Apo6s avaliacdo do modelo e obtengdo da equacdo foram geradas as superficies de

resposta para avaliacdo do processo em funcao das variaveis estudadas (Figura 5).

A Figura 5 ilustra que nas condicdes estudadas a protease parcialmente purificada de

pancreas e duodeno de frangos apresenta maior atividade na faixa de 52 °C a 56 °C em pH 7,0.

Esses resultados sao similares aos descritos por Gené (2019) em que a protease de pancreas +

intestino delgado de frangos testada por delineamento experimental apresentou atividade 6tima

a 55,2 °C em pH 7,8, sendo que no estudo por método univariado descrito por essa autora as

proteases da preparagdo de pancreas + intestino delgado de frangos apresentaram maior

atividade em pH alcalino na faixa de 7 a 10 e atividade 6tima a 55 °C e pH 9,5.

Figura 5: Curva de contorno e superficies de resposta dos efeitos do pH e temperatura na
atividade da protease parcialmente purificada de piancreas e duodeno de frangos
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Rathina Raj et al. (2010a, b) avaliaram as caracteristicas da protease de preparagdes de
intestino de frangos usando o método univariado. A 37 °C, a protease apresentou maior
atividade na faixa de pH 7 a 11, com picos maximos em pH 7 e 10.

Srisantisaeng et al. (2013) avaliaram por meio de estudo univariado a influéncia do pH
e temperatura na atividade de proteases do extrato de intestino e pancreas de frangos de 5 a 6
semanas. Os autores avaliaram os efeitos do pH de 6 a 9 e 37 °C ¢ os efeitos da temperatura na
faixa de 30 °C a 70 °C, com pH fixo de 7,5. As proteases apresentaram atividade 6tima a 60 °C
epH7,5.

Para validar os resultados obtidos, mais estudos sdo necessarios a fim de determinar a
faixa de pH e temperatura 6tima de atividade da protease parcialmente purificada de pancreas

e duodeno de frangos.

5.3.2.2 Efeitos do pH e temperatura na estabilidade da protease parcialmente

purificada de pancreas e duodeno de frangos, utilizando planejamento
experimental

A Tabela 18 e a Figura 6 ilustram o planejamento experimental do estudo dos efeitos

das variaveis pH e temperatura na estabilidade da protease parcialmente purificada de pancreas

e duodeno de frangos.
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Tabela 18: Matriz do planejamento experimental para estudo dos efeitos do pH e temperatura na estabilidade da protease parcialmente
purificada de pancreas e duodeno de frangos

Atividade total da Atividade total da Atividade total da Atividade total da Atividade total da

Ensaios pH Tem(geé;l tura pH Tem(;:)ecr? tura proteas‘e (U) protease': (U) proteasc? (8)) protease; (8)) proteasg U)
(Omin) (15min) (30min) (45min) (60min)
1 -1 -1 7,3 48 1.593,10 1.475,00 1.116,79 932,52 929,73
2 +1 -1 8,7 48 1.685,23 1.231,26 1.072,12 963,23 952,06
3 -1 +1 7,3 62 1.899,66 748,25 700,78 689,62 672,86
4 +1 +1 8,7 62 1.041,96 753,83 703,58 695,20 541,64
5 -1,41 0 7,0 55 2.032,00 857,13 600,27 561,19 544,43
6 +141 0 9,0 55 1.971,69 862,72 619,82 572,35 510,93
7 0 -1,41 8,0 45 1.452,38 1.356,90 1.169,84 1.164,25 1.161,46
8 0 +1,41 8,0 65 733,73 455,09 301,53 287,57 248,49
9 0 0 8,0 55 2.048,75 851,55 614,23 550,02 530,47
10 0 0 8,0 55 2.010,22 804,09 586,31 555,60 508,14
11 0 0 8,0 55 2.037,02 834,80 647,74 554,76 524,89
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Figura 6: Graficos dos efeitos do pH e temperatura na estabilidade da protease parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos
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Devido a alta variabilidade dos processos envolvendo enzimas foram considerados
como parametros significativos os quais apresentam p-valores menores do que 10% (p <0,1).
Apenas os termos Linear e Quadratico da temperatura foram considerados significativos, os
demais termos foram incorporados aos residuos para o calculo da ANOVA. O Fca obtido para
a regressdo foi de 19,1 sendo significativo e acima do valor tabelado (3,11) (RODRIGUES &
IEMMA, 2012) e a percentagem de variacio explicada (R?) pelo modelo foi de 82,72%, sendo
considerado que o modelo ¢ alinhado aos dados experimentais.

Na Tabela 19 sdo apresentados os coeficientes do modelo de regressao, por meio da

matriz codificada.

Tabela 19: Coeficiente de regressiao, erro padrio, valor-t e p-valor do estudo dos efeitos
das variaveis pH e temperatura na estabilidade da protease parcialmente purificada de

pancreas e duodeno de frangos

Fatores Coeficiente de  Erro Padrao Valor-t p-valor
Regressao
Média 521,16 81,3 6,410011 0,00137
pHw) -19,53 49,7 -0,39232 0,71098
pH) 42,69 59,2 0,720425 0,50352
Temperatura) -244 .80 49,7 -4.91681 0,00441
Temperatura(g) 131,34 59,2 2,216313 0,07748
pH X Temperatura -38,38 70,4 -0,54518 0,60905

Onde: (L) refere-se aos termos Lineares (X;) e (Q) aos termos Quadraticos (X») dos parametros.

Ap0s exclusdo dos termos ndo significativos, os p-valores de Temperatura Linear e
Quadratica passaram a ser de 0,038 e 0,056, respectivamente. O modelo ajustado e
reparametrizado ¢ caracterizado pela seguinte equacao:

Atividade enzimatica = 561,35 - 244,80 x, + 118,78 x,2

Em decorréncia da avaliagdo do modelo e obtengdo da equacao foi possivel gerar as
superficies de resposta para uma avaliacdo do processo em fungdo das variaveis estudadas
(Figura 7).

A Figura 7 ilustra que nas condicdes testadas a protease parcialmente purificada de
pancreas de frangos apresenta maior estabilidade na faixa de pH 7,0 a 9,0 em temperaturas

inferiores a 48 °C.
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Figura 7: Curva de contorno e superficies de resposta dos efeitos do pH e temperatura

na estabilidade da protease parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos
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Srisantisaeng et al. (2013) avaliaram por meio de estudo univariado a influéncia do pH
e temperatura na estabilidade de proteases do extrato de intestino e pancreas de frangos de 5 a
6 semanas. Os autores avaliaram os efeitos do pH de 6 a 9 a 25 °C e efeitos da temperatura de
30 °C e 70 °C, com pH fixo de 7,5, na estabilidade da protease no periodo de 0 a 12 horas. A
protease reteve aproximadamente 100% da atividade apos 12 horas de incubagdo na faixa de
pH entre 6 ¢ 8 a 25 °C, enquanto que em pH 9 a enzima reteve 60% da atividade inicial apos 12
horas. A protease reteve aproximadamente 90% da atividade inicial apds incubagdo a 30 °C em
pH 6 a 9 durante 12 horas. Apds 12 horas de tratamento a 40 e 50 °C a protease perdeu 30% e
90% da atividade inicial, respectivamente. O tratamento térmico da protease em temperaturas
superiores a 60 °C e pH 7,5 resultaram em perda total da atividade apds 30 minutos de
incubacao.

Gené (2019) verificou por delineamento experimental que as proteases da preparagao
de pancreas + intestino delgado de frangos apresentaram estabilidade na faixa de pH 6 a 9 e 35

°C a 47,5 °C durante 1 hora.
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5.4 Aplicacao das preparacdes de proteases de pancreas e duodeno de frangos

5.4.1 Obtencao de hidrolisados de proteinas de arroz, ervilha, feijao fava e semente de

abdbora utilizando preparacdes de proteases de pancreas e duodeno de frangos

5.4.1.1 Teor de proteina soluvel em acido tricloroacético dos hidrolisados de
proteinas de arroz, ervilha, feijao fava e semente de abobora

Na Tabela 20 estao apresentados os resultados de concentragao de proteina soltivel em

acido tricloroacético dos hidrolisados de proteinas de arroz, ervilha, feijdo fava e semente de

abobora obtidos com as proteases de pancreas e duodeno de frangos parcialmente purificada e

proteases das preparagdes enzimaticas extraidas com dgua e precipitacdo com acetona e alcool

isopropilico. Os resultados sdo apresentados utilizando duas anéalises estatisticas, sendo o

primeiro comparando os resultados de cada fonte de proteina para as diferentes enzimas e o

segundo comparando uma enzima para diferentes fontes de proteinas.

Tabela 20: Concentracio de proteina solivel em acido tricloroacético dos hidrolisados de
proteinas de semente de abébora, arroz, ervilha, feijao fava obtidos com preparacoes de

proteases de pancreas e duodeno de frangos

Proteina soltivel em TCA (%)

Preparacao de Proteina de , , Proteina de
Proteina de Proteina de e n
Protease semente de arroz (PA) ervilha (PE) feijdo fava
abobora (SA) (FF)
Protease
parcialmente 50,36+6,33%4 12,26+0,60%€ 31,98+0,64%8B 27,27+4,17%8
purificada (PI)

Proteases obtidas

por extracdo com

dgua destilada e 50,77+3,36%4 10,18+0,30%C 28,36+0,39%B 25 86+0,35%"E
precipitagdo com

acetona (AA)

Proteases obtidas

por extragdo com

dgua destilada e 3777409354 10,91+0,44%C 18,030,379 20,432,538

precipitagdo com

alcool

isopropilico (Al)
Letras mintsculas na mesma coluna referem-se a comparagdo entre diferentes enzimas utilizadas na obtengdo dos
hidrolisados com atividade antioxidante; letras maiisculas na mesma linha referem-se & comparacdo entre as

diferentes proteinas utilizadas na obtengdo dos hidrolisados; Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 95% de significancia.
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A Tabela 20 ilustra que os hidrolisados de proteina da semente da abobora obtidos com
proteases de pancreas e duodeno de frangos apresentaram maiores valores de percentual de
proteina soltivel em acido tricloroacético, comparado com os hidrolisados de proteinas de arroz,
ervilha e feijdo fava. Os hidrolisados de proteina da semente da abobora, arroz, ervilha e feijao
fava obtidos com a protease parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos
apresentaram 50,36 + 6,33, 12,26 + 0,60, 31,98 = 0,64 ¢ 27,27 +4,17 de percentual de proteina

soluvel em acido tricloroacético respectivamente.

5.4.1.2 Atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas de arroz, ervilha,
feijao e semente de abobora obtidos com protease de pincreas e duodeno de

frangos

5.4.1.2.1 Capacidade de eliminacao de radical DPPH

Na Tabela 21 sdao apresentados os resultados referentes a avaliagdo da capacidade
antioxidante dos hidrolisados frente ao radical DPPH. As analises da atividade antioxidante
utilizando radical DPPH ¢ baseada na transferéncia de elétrons, na qual ocorre a captura do
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina. A medida que os elétrons do radical tornam-se pareados
pela presenga de compostos antioxidantes, pode ocorrer mudanga na cor do reagente de violeta
para amarelo, com consequente reducdo da absorbancia (WOLLINGER et al., 2016).

Os hidrolisados de proteinas de feijao fava obtidos com proteases de pancreas e duodeno
de frangos apresentaram maior atividade antioxidante, estimada pelo ensaio do radical DPPH,
comparado com os hidrolisados de proteinas de semente de abobora, arroz e ervilha (Tabela
21). Os hidrolisados de proteinas de feijao fava obtidos com a protease parcialmente purificada
de pancreas e duodeno de frangos (50 U/g) apresentaram 2.549,00 + 23,31 umol TE g,
enquanto que os hidrolisados de proteina de semente de abdbora, arroz e ervilha apresentaram
721,50 £ 164,7, 1.157,48 £20,7 ¢ 563,00 + 33,0 umol TE g’!, respectivamente.

Os hidrolisados obtidos com as proteases de pancreas e duodeno de frangos
apresentaram atividade antioxidante significativamente maior em relacdo aos controles sem

hidrdlise, para todas as fontes de proteina.
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Tabela 21: Atividade antioxidante estimada pelo método de DPPH dos hidrolisados de
proteinas de semente de abobora, arroz, ervilha e feijao fava obtidos com preparacoes de

proteases de pancreas e duodeno de frangos

Atividade Antioxidante (umol TE g™!)

Preparacao Proteina de
de Protease semente de
abobora (SA)

333,61+42,60°8 494 .86+36,10%*  108,86+17,68%C  512,11+17,59%4

Proteina de arroz Proteina de Proteina de feijao
(PA) ervilha (PE) fava (FF)

Controle sem
hidrolise
Protease
parcialmente

purificada
(PI)

721,50£164,70%8  1.157,48+20,7%48  563,00+33,0%®  2.549,00+23,31%4

Proteases
obtidas por
extragao
com  agua
destilada
precipitagdo
com acetona
(AA)

837,86+12,34%C 928,11+1,7%B 512,11£3,6%0  3.401,10+38,6%4

Proteases

obtidas por

extracao

com  agua

destilada e  703.1 1+8,9%¢ 770,10+25,3%B 472,61+4,1%P 909,87+6,4%A

precipitagao

com alcool

isopropilico

(AD)
Letras mintsculas na mesma coluna referem-se a comparagao entre diferentes enzimas utilizadas na obtencio dos
hidrolisados com atividade antioxidante; letras maiisculas na mesma linha referem-se & comparacdo entre as

diferentes proteinas utilizadas na obtencdo dos hidrolisados com atividade antioxidante; Médias seguidas por letras
distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de significancia

5.4.1.2.2 Capacidade antioxidante redutor férrico (FRAP)
Na Tabela 22 estdo apresentados os resultados referentes a avaliagdo da capacidade
antioxidante dos hidrolisados na reagiio redox na qual o complexo férrico (Fe*") é reduzido a

forma ferrosa azul (Fe?") pela a¢dio de um agente redutor (antioxidante) (LIU et al., 2017).
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Tabela 22: Atividade antioxidante estimada pelo método FRAP dos hidrolisados de
proteinas de semente de abobora, arroz, ervilha e feijao fava obtidos com preparacoes de

proteases de pancreas e duodeno de frangos

Atividade Antioxidante (umol TE g)

Preparacao ls):l(;lt:::: :11: Proteina de Proteina de Proteina de feijao
de Protease abébora (SA) arroz (PA) ervilha (PE) fava (FF)

195,92+4,48%8  177,80+6,3058  141,50+5,07%B  1.734,38+127,50%A

Controle sem
hidrolise
Protease
parcialmente

purificada
(PI)

797.2+48 858 308,90+145,25C  438,70+69,1%B  4.314,00+220,1%A

Proteases

obtidas  por

precipitagao 887,6+70,1%B  719,38+15,6%3C  490,30+79,6¢  4.293,00+212,0%4
com acetona

(AA)

Proteases

obtidas  por

precipitagao 784,76+12, 1B 664,20i92,3a;B 297,10i104,4b;C 4.579,80+181 ,7‘1;A

com  alcool

isopropilico

(AD
Letras mintsculas na mesma coluna referem-se a comparagdo entre diferentes enzimas utilizadas na obtengdo dos
hidrolisados com atividade antioxidante; letras maiisculas na mesma linha referem-se & comparacdo entre as
diferentes proteinas utilizadas na obtencdo dos hidrolisados com atividade antioxidante; Médias seguidas por letras
distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95% de significancia

Os hidrolisados obtidos com as proteases de pancreas e duodeno de frangos
apresentaram atividade antioxidante significativamente maior em relacdo aos controles sem
hidrélise, para todas as fontes de proteina.

Os hidrolisados de feijao fava obtidos com proteases de pancreas e duodeno de frangos
apresentaram maior atividade antioxidante, estimados pelo ensaio FRAP, comparado com os
hidrolisados de proteinas de semente de abobora, arroz e ervilha. Os hidrolisados de proteinas
de feijdo fava obtidos com protease parcialmente purificada de pancreas e duodeno de frangos
(50 U/g) apresentaram 4.314,00+220,10 umol TE g!, enquanto que os hidrolisados de proteina
de semente de abdbora, arroz e ervilha apresentaram 797,2 + 48,80, 308,90 + 145,20 e 438,70
+ 69,10 umol TE g!, respectivamente.

Cavallaro (2019) avaliou a obten¢ao de peptideos com atividade bioldgica por meio da

hidrolise enzimatica de proteinas concentradas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) aplicando



86

planejamento de mistura de enzimas (Flavourzyme® 500 L; Alcalase® 2,4 L; e Neutrase® 0,8 L)
para a hidrélise. No estudo a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de ABTS; FRAP
e ORAC. Os melhores resultados de atividade antioxidante foram obtidos para os hidrolisados
preparados com 1/; de Flavourzyme® ; 1/ Alcalase® ; e LT A Neutrase®, sendo obtidos 113,91
pumol TE g'! para o método ABTS, 27,90 umol TE g para o método FRAP e 825,2 umol TE
g’! para o método ORAC.

Santos (2017) testou a produc¢ao, purificagdo, caracterizagdo e aplicacao de protease de
Bacillus licheniformis na hidrdlise das proteinas de arroz e ervilha. Para a hidrélise foram
utilizadas a protease parcialmente purificada de Bacillus licheniformis LBA 46 e a protease
comercial Alcalase® 2,4L, tendo como variaveis independentes o pH (6-10) e a concentragio
de protease (50-150 U/mL). Os hidrolisados da proteina de ervilha obtidos com a protease de
Bacillus licheniformis LBA 46 apresentaram atividade antioxidante para DPPH, ORAC e FRAP
iguais a 3,64, 568,7 ¢ 9,18 uMol TE g’!, respectivamente. Os hidrolisados da proteina de ervilha
obtidos com Alcalase® 2,4L apresentaram atividade antioxidante para DPPH, ORAC e FRAP
iguais a 3,77, 719,67 € 9,17 uMol TE g’!, respectivamente. Em comparac¢do com a proteina de
ervilha ndo hidrolisada, a atividade antioxidante estimada pelo método de DPPH (8,04 uMol
TE g!) e FRAP (25,07 uMol TE g'!) foi reduzida. Mas, a atividade antioxidante medida pelo
ensaio ORAC, apos otimizagdo, foi maior que a atividade para a proteina intacta (77,61 uMol
TE g'), sendo observado um aumento de 7,33 e 9,27 vezes para a protease de Bacillus
licheniformis LBA 46 e a protease comercial Alcalase® 2,4L, respectivamente. Para os
hidrolisados de proteina de arroz obtidos com Bacillus licheniformis LBA 46 a atividade
antioxidante para ORAC e FRAP foram 940 e 18,78 uMol TE g, respectivamente. Os
hidrolisados de proteina de arroz preparados com Alcalase® 2,4L apresentaram atividade
antioxidante para ORAC e FRAP iguais a 1.001,94 ¢ 19,31 uMol TE g’!, respectivamente. As
atividades antioxidantes aumentaram quando comparados a proteina de arroz nao hidrolisada:
324,97 uMol TE g! (ORAC) e 6,14 uMol TE g! (FRAP). Para a hidrdlise realizada com a
protease de Bacillus licheniformis LBA 46, houve um aumento de 2,9 vezes para ORAC e 3,05
vezes para o ensaio FRAP. Para a hidrdlise realizada com Alcalase® 2,4L, houve um aumento
da atividade antioxidante de 3,08 vezes para ORAC e 3,14 vezes para o ensaio FRAP. Os
resultados de atividade antioxidante dos hidrolisados de proteina de arroz e ervilha obtidos com
proteases de pancreas e duodeno de frangos neste estudo foram maiores que a atividade
antioxidante dos hidrolisados dessas proteinas com proteases de Bacillus licheniformis LBA 46
e Alcalase® 2,4L, descritos por Santos (2017).

Felix et al. (2021) testaram a atividade antioxidante em emulsdes preparadas com
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hidrolisados concentrados de feijao fava em pH 3,0, 5,0 e 8,0. Foram avaliados dois tipos de
hidrolisados para a composicao das emulsdes, sendo essas com baixo e alto teor de hidrélise da
proteina de feijao fava. A atividade antioxidante foi avaliada de acordo com os métodos de
FRAP ¢ ORAC, em trés momentos do processo, inicialmente avaliou-se a atividade no primeiro
dia de preparo da emulsdo, posteriormente a atividade foi avaliada apdés 15 dias e apods
simulagdo in vitro de digestao gastrointestinal. Os autores relataram que os melhores resultados
de atividade antioxidante foram obtidos para a emulsao preparada com hidrolisado de proteina
de feijao com menor grau de hidrdlise, sendo que para os métodos de FRAP ¢ ORAC foram
obtidas atividades de 1.108,6 + 3,8 e 1.159,9 £ 20,5 uMol TE g, respectivamente. Os dados
relatados pelos autores s3o inferiores aos obtidos nos experimentos realizados no presente
estudo.

Os hidrolisados de feijao fava obtidos com proteases de pancreas e duodeno de frangos
apresentaram cerca de 20,43 a 27,83 % de proteina soluvel em TCA.

A proteina soluvel em TCA ¢ utilizada para quantificar o grau de protedlise de
hidrolisados, pois tem correlagdo positiva com o grau de hidrolise. Embora o tamanho do
peptideo influencie a atividade antioxidante dos hidrolisados, a geracdo de peptideos com
aminodcidos que apresentem residuos livres que permitem a doag@o de elétrons/ions metéalicos
esta diretamente relacionada a especificidade da protease e a fonte de proteina envolvida no
processo (CASTRO & SATO, 2015). O aumento do grau de hidrdlise pode aumentar as
atividades biologicas do hidrolisado, como a atividade antioxidante, porém o efeito pode ser
contrario ao esperado (OLAGUNIJU et al. (2018); MAHDAVI-YEKTA et al. (2019)).

Amaral (2022) avaliou a hidrolise de farinha de visceras de frangos para obtencao
de peptideos com propriedades antioxidantes. Ao avaliar o potencial antioxidante dos
hidrolisados de farinhas de visceras pelos métodos de ABTS; DPPH e FRAP, foi observado que
apesar de maiores concentragdes de enzimas e tempo de hidrolise resultarem em maior grau de
hidrélise, estimado pelo resultado da proteina soluvel em TCA, a hidrolise ndo gerou resposta
correlacionada entre proteina solivel em TCA com a atividade antioxidante, exceto pela
atividade antioxidante obtida pelo método FRAP que demonstrou uma correlacio significativa

(p<0,05) com a alteragdo na proteina soltivel em TCA.



88

6 CONCLUSAO

No estudo da extrag¢ao de enzimas da preparacao bruta de pancreas e duodeno de frangos
utilizando 1) agua destilada (4 °C) e agitagdo manual por 5 minutos, 2) agua destilada (4 °C) e
agitacdo mecanica por 1 minuto, 3) tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L
de CaCl; e agitagao manual por 5 minutos, 4) tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5
mMol/L de CaCl; e agitagdo mecanica por 1 minuto, 5) solugdo 0,9% de NaCl e 6) tampao Tris-
HC1 0,05 Mol/L pH 8,0 contendo 50 mMol/L de CaCl; foi obtido maior extra¢ao de proteases,
o-amilases e lipases usando agua destilada gelada (4 °C) e agitagdo manual por 5 minutos, sendo
obtida atividade especifica igual a 12.888,50 + 96,90 U/g 1.581,11 £ 15,50 U/g e 1.308,61 +
4,74 U/g de proteina, respectivamente.

As solugoes de NaCl 0,9% e tampao Tris-HCI 0,05 Mol/L pH 8,0 contendo 50 mMol/L
de CaCl; nao foram eficientes para a extragdo de enzimas da preparacdo bruta de pancreas e
duodeno de frangos, sendo obtido respectivamente 25,04 % e 21,04% de recuperagdo de
protease, 22,54% e 19,84% de a-amilases e 35,83% e 35,27% de lipases, quando comparadas
com a extracdo com agua destilada (4 °C) e agitagdo manual por 5 minutos.

As preparacdes enzimdticas de pancreas e duodeno de frangos, obtidas na forma seca,
por extra¢do com agua destilada (4 °C) e agitagdo manual por 5 minutos, seguido de precipitacao
com acetona apresentaram maior atividade de protease (9.958,80 + 73,50 U/g de proteina e
recuperacgao de 77,27%), quando comparadas com as amostras extraidas com dgua destilada (4
°C) e agitacdao manual por 5 minutos, seguido de precipitacao com etanol ou alcool isopropilico,
que apresentaram 8.383,90 £ 96,80 U/g e 8.180,90 + 50,80 U/g de protease e recuperagao de
65,04% e 63,47%, respectivamente.

As preparacdes enzimdticas de pancreas e duodeno de frangos, obtidas na forma seca,
por extracdo com tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 7,0 contendo 0,5 mMol/L de CaCl; e agitagao
manual por 5 minutos, seguido de precipitagdo com acetona, etanol ou alcool isopropilico
apresentaram atividade especifica 7.889,97 + 15,50 U/g, 7.724,20 £ 30,50 U/g e 7.639,60 +
25,50 U/g de protease e recuperacao de 61,23 %, 59,93 % e 59,27%, respectivamente.

Os hidrolisados de albumina de ovo obtidos com proteases de preparagdes enzimaticas
de pancreas e duodeno de frangos extraidas com agua (4 °C) e agitacdo manual por 5 minutos
e precipitadas com os solventes acetona, etanol ou alcool isopropilico apresentaram maior
percentual de proteina soltivel em TCA (48,96 + 0,08 a 49,99 + 0,37%), comparada com os
hidrolisados de caseina (35,87 £ 1,17 a 38,93 + 1,41%) e farinha de visceras de frangos (38,77

+ 0,42 a 44,95 + 0,91%), indicando que a albumina de ovo foi hidrolisada de forma mais
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eficiente que a caseina e farinha de visceras de frangos.

Na temperatura de 37 °C o amido de milho apresentou menor susceptibilidade as o.-
amilases das preparacdes de pancreas e duodeno de frangos, comparado com os amidos de
mandioca, batata, amido de milho com alto teor de amilose, amido de milho ceroso € amido de
arroz Ceroso.

As preparacdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos apresentaram maior
atividade de a-amilases a 50 °C do que a 37 °C.

As preparacdes enzimaticas de pancreas e duodeno de frangos mostraram atividade de
lipase similar na hidrélise de azeite de oliva, 6leo de milho e 6leo de soja.

A protease de pancreas e duodeno de frangos, parcialmente purificada por filtracdo em
gel Sephadex G-100 apresentou menor atividade de hidrolise da albumina de ovo e caseina,
estimada pelo percentual de proteina soluvel em TCA, quando comparada com proteases
microbianas comerciais Neutrase® (Bacillus amyloliquefaciens), Alcalase® (Bacillus
licheniformis) e Flavourzyme® (Aspergillus oryzae).

A protease de pancreas e duodeno de frangos, parcialmente purificada por filtragdo em
gel Sephadex G-100 apresentou maior atividade da protease nos ensaios na faixa de 54 a 56 °C
em pH 7,0 e maior estabilidade na faixa de pH 7,0 a 9,0 em temperaturas inferiores a 48 °C.

Os hidrolisados de proteina da semente da abdbora obtidos com proteases de pancreas
e duodeno de frangos apresentaram maior percentual de proteina soluvel em TCA, comparado
com os hidrolisados de proteinas de arroz, ervilha e feijao fava.

Os hidrolisados de proteinas de feijao fava obtidos com proteases de pancreas e duodeno
de frangos apresentaram maior atividade antioxidante, estimada pelo ensaio do radical DPPH e
método de FRAP, comparado com os hidrolisados de proteinas de semente de abdbora, arroz e

ervilha.
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