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Resumo: Hidrolisados sao proteinas que produzem peptideos de varios tamanhos. Varios pesquisadores demonstraram
a possibilidade de se obter hidrolisados proteicos de origem animal a partir de enzimas, utilizando como matéria-prima
peixes e frango. Este trabalho teve como objetivo obter hidrolisados proteicos utilizando como matéria-prima a minhoca,
pois até hoje tem sido pouco utilizada na obten¢ao desses produtos. Para isso, os hidrolisados foram obtidos ap6s hidrolise
enzimatica, variando-se a concentragao enzima/substrato, pH, temperatura, tempo de hidrolise e agitagao do meio,
utilizando a enzima Flavourzyme (Novozymes). Os resultados obtidos demonstraram que a enzima Flavourzyme apresentou
baixo teor de proteina soltivel, sugerindo estudos com outras enzimas a partir dessa matéria-prima.
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1 INTRODUCAO

Hidrolisados sdao produtos que podem ser utilizados em varios produtos alimenticios,
devendo ser entendidos como proteinas que sao separadas em peptideos de varios tamanhos
(MARTINS; COSTA E PRENTICE-HERNANDEZ, 2009). Relata-se que a hidrolise de proteinas tem
como principais objetivos alterar as propriedades funcionais e produzir aminoacidos e pequenos
peptideos (ROMAN E SGARBIERI, 2005), visto que uma alimentagao com hidrolisados proteicos
pode proporcionar melhor utilizagdo das proteinas, sendo a disponibilidade de aminoacidos
variavel (SGARBIERI, 1996).

Segundo Pigott (1982), métodos quimicos e biologicos sao utilizados para realizar a hidrolise,
predominando o método quimico na pratica industrial. Porém, quando o intuito é obter produtos
com alta funcionalidade e valor nutritivo o método biologico com a agao de enzimas deve ser usado.
Segundo Fonkwe e Singh (1996), a hidrolise enzimatica & mais simples, eficiente e rapida, permitindo
o controle do processo, ocasionando a obten¢ao de produtos com melhores propriedades. Alguns
fatores, como reagentes quimicos, tipo da enzima e substrato, pH, temperatura, tempo de incubagao
e concentragao da enzima, sdo fatores determinantes para a produgao de hidrolisados por via
enzimatica (ADLER, 1986).
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Ja existem na literatura estudos relacionados a hidrolise enzimatica de pescados (BHASKAR
et al., 2008; JUN et al., 2004; MARTINS; COSTA; PRENTICE, 2009) e frango (CENTENARO,
2009; KUROSAWA et al., 2009; ROSSI, 2007, SCHMIDT; SALLAS-MELLADO, 2009; OLIVEIRA,;
FRANZEN; TERRA, 2014). Ha poucos relatos na literatura de hidrolisados de minhoca (LIU et al.,
2003). Sendo assim, torna-se importante este estudo visto que elas contem cerca de 70% de proteinas
na sua composi¢do (base seca) e todos os aminoacidos essenciais em sua constitui¢ao, sendo
utilizadas na aeragao de solos, na produgao de hiimus por vermicompostagem, na alimentagao de
pequenos animais (na forma de farinha) e na alimentagao humana em paises orientais (PEREIRA,
1997).

Diversos estudos relatam a obtengao de hidrolisados de protefna animal com a utilizagao
da enzima Flavourzyme (SCHMIDT E SALLAS-MELLADO,2009), (CENTENARO; PIOTROWICZ;
PRENTICE-HERNANDEZ, 2008), (MARTINS; COSTA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2009)
(CAPOBIANGO et al., 2006). A Flavourzyme é uma enzima produzida pela fermentagao de um tipo
de Aspergillus oryzae, apresentando pH 6timo entre 5,0 e 7,0 e temperatura 6tima em torno de 50 °C
(ROSSI, 2007).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a obteng¢ao de hidrolisados de minhocas
com o uso da enzima Flavourzyme, variando-se fatores como pH, temperatura, tempo de incubagao,
relagao enzima/substrato e agita¢do do meio reacional.

2 METODOLOGIA

2.1 Solugdes tampodes

As solugdes tampdes foram preparadas com fosfato de sodio monobasico e dibasico,
utilizando-se pHmetro de bancada digital marca Digimed, modelo DM-20 (LUTZ, 2005).

2.2 Enzima utilizada

A enzima utilizada neste estudo foi a Flavourzyme 1000 L MG, fornecida pela Novozymes
Latin America Ltda.

2.3 Hidrolise enzimatica das minhocas

Para a realizagao deste trabalho foram utilizadas amostras de minhocas (25 g) da espécie
Vermelha da California (Eisenia andrei), oriundas dos minhocarios verticais instalados no laboratorio
de Experimentag¢ao I da Univates, provenientes do projeto de pesquisa intitulado “Bioprodugédo
de hidrolisados proteicos e avaliagdo de metais pesados em farinha de minhoca e em biossolidos
a partir de vermicompostagem vertical”. As minhocas foram alimentadas exclusivamente com
residuos organicos, dando preferencia a alimentos sem sal, sendo mantidas a uma temperatura
média de 25 °C e com teor de umidade do httmus em 80%.

A Figura 1 exemplifica as minhocas utilizadas neste trabalho, oriundas de minhocarios
utilizados para vermicompostagem. E a Figura 2 representa um minhocario vertical.
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Figura 1: Minhocas em processo de vermicompostagem

Fonte: redwormcomposting.com

Figura 2: Minhocario vertical

Fonte: minhocario.eco.br

Baseado em trabalhos de Chae et al. (1998); Hathwar et al. (2011); Schmidt (2008); Schmidyt;
Sallas-Mellado (2009) e Rossi (2007) sobre hidrolise enzimatica, optou-se em realizar um planejamento
experimental para o processo de hidrolise da minhoca, que reduz o ntimero de experimentos,
melhorando a qualidade da informagao obtida e, consequentemente, diminui o trabalho, o tempo e
o custo final. Optou-se em realizar um planejamento experimental completo para as cinco variaveis
independentes em estudo: pH, temperatura, relagdo enzima/substrato, tempo de incubagéo e grau
de agitagao, a partir de uma estratégia 2° com 10 pontos axiais e 3 repeti¢gdes no ponto central,
utilizando o Software Statistica versao 7.0, totalizando 45 testes de hidrdlise para cada enzima,
conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores das variaveis do planejamento experimental em estudo

REVISTA DESTAQUES ACADEMICOS, VOL. 6, N. 4, 2014 - CETEC/UNIVATES

pH Temperatura (°C) Tempo (h) Agitagao (rpm) Enzima/Substrato (%)
6,3 38 1,52 58 2,67
6,3 38 1,52 58 5,83
6,3 38 1,52 142 2,67
6,3 38 1,52 142 5,83
6,3 38 2,99 58 2,67
6,3 38 2,99 58 5,83
6,3 38 2,99 142 2,67
6,3 38 2,99 142 5,83
6,3 57 1,52 58 2,67
6,3 57 1,52 58 5,83
6,3 57 1,52 142 2,67
6,3 57 1,52 142 5,83
6,3 57 2,99 58 2,67
6,3 57 2,99 58 5,83
6,3 57 2,99 142 2,67
6,3 57 2,99 142 5,83
8,2 38 1,52 58 2,67
8,2 38 1,52 58 5,83
8,2 38 1,52 142 2,67
8,2 38 1,52 142 5,83
8,2 38 2,99 58 2,67
8,2 38 2,99 58 5,83
8,2 38 2,99 142 2,67
8,2 38 2,99 142 5,83
8,2 57 1,52 58 2,67
8,2 57 1,52 58 5,83
8,2 57 1,52 142 2,67
8,2 57 1,52 142 5,83
8,2 57 2,99 58 2,67
8,2 57 2,99 58 5,83
8,2 57 2,99 142 2,67
8,2 57 2,99 142 5,83
5,00 47,5 2,25 100 4,25
9,5 47,5 2,25 100 4,25
7,25 25,0 2,25 100 4,25
7,25 70,0 2,25 100 4,25
7,25 47,5 0,50 100 4,25
7,25 47,5 4,00 100 4,25
7,25 47,5 2,25 0 4,25
7,25 47,5 2,25 200 4,25
7,25 47,5 2,25 100 0,50
7,25 47,5 2,25 100 8,00
7,25 47,5 2,25 100 4,25
7,25 47,5 2,25 100 4,25
7,25 47,5 2,25 100 4,25

Fonte: Dos autores.
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2.4 Preparo da amostra

As minhocas foram deixadas por 24 horas em repouso em agua, e apds foram lavadas em agua
e acondicionadas em sacos plasticos e estocadas em freezer comum a -10,5 °C, sendo descongeladas
em refrigerador, a 6°C, 12 horas antes do uso. A amostra foi entao moida em Mixer Black Britania
de 200 W e transferida para erlenmeyer (reator), onde foram adicionados 25 mL de solugao tamp@o
de fosfato de sddio monobasico e dibasico, de acordo com o pH desejado na proporgao 1:1 (massa
substrato:volume solugdao tampao). A quantidade da enzima, pH, tempo de incubagao, temperatura
e agitacao do meio foi conforme planejamento experimental descrito anteriormente, sendo a
varia¢ao das condi¢des minima e maxima, respectivamente, de: pH de 5,0 a 9,5 , temperatura de 25
a 70 °C, tempo de incubagao de 0,5 a 4 h, relagao enzima/substrato (m/m) de 0,5 a 8,0% e agita¢do
do meio de 0 a 200 rpm, baseados nos trabalhos de Schmidt (2008), Schmidt e Sallas-Mellado (2009),
Rossi (2007), Hathwar et al. (2011) e Chae et al. (1998). As condi¢des de temperatura e agitagdo da
hidrolise foram controladas em Incubadora Refrigerada MA 830 Marconi.

Transcorrido o tempo de hidrolise predefinido, aliquotas de 1 mL do hidrolisado (triplicata)
foram inativadas pela adi¢ao de 9 mL de solugao de acido tricloroacético (TCA) 6,25%, sendo
deixadas em repouso por cerca de 15 minutos. A seguir a amostra foi filtrada, sendo separado o
liquido do sobrenadante, posteriormente a parte liquida (chamada hidrolisado) foi congelada até
a realizacdo da analise de teor de proteinas soluveis, utilizando o método de Lowry et al. (1951),
no que foi estimado o grau de hidrolise como a porcentagem de proteinas soltiveis em relagao a
quantidade de proteina total, que foi calculado a partir da equagao:

Grau de Hidrolise: Proteina final (hidrolisado) — Proteina inicial

Proteina total da Amostra (por Kjeldahl)

Onde a proteina final corresponde a quantidade de proteina soltivel nas condigdes de
hidrolise desejadas, a proteina inicial corresponde a quantidade de proteina soltivel imediatamente
apos a adigao da enzima (inativadas com TCA 6,25%), e a proteina total corresponde a quantidade
de proteina total na amostra determinada por Kjeldahl, utilizando-se fator de corregao 6,25 que
corresponde a proteina animal (N x 6,25).

2.5 Analises fisico-quimicas

A matéria-prima teve sua composi¢ao fisico-quimica determinada de acordo com a
metodologia recomendada pela Official Methods of Analysis (AOAC) (2005):
¢ Proteinas: utilizando o método de Kjeldahl (N x 6,25);
¢ Cinzas: método gravimétrico em mufla, aquecendo-se a amostra na temperatura de 550 —
600°C;
¢ Umidade: método gravimétrico em estufa, aquecendo-se a mistura a 105°C;

¢ Lipidios: método gravimétrico de extragao a quente de lipidios utilizando extrator de
Soxhlet.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizag0es fisico-quimicas da matéria-prima

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos para as analises de cinzas, umidade, proteina e
lipidios da minhoca Eisenia andrei.

Tabela 2 — Composicao fisico-quimica da Eisenia andrei

Propriedade % (base tmida) % (base seca) Desvio padrao
Umidade 86,54 - 0,01
Cinzas 0,83 6,17 0,01
Proteina 9,55 65 0,14
Lipidios 1,70 10 0,08

Fonte: Dos autores.

O valor de proteina encontrado de 9,55% na base timida corresponde a aproximadamente
65%, se for considerada a base seca. Sendo assim, o valor encontrado esta de acordo com Pereira
(1997), que afirma que o valor de proteina, em minhocas, situa-se entre 60 a 70% (base seca).

O teor encontrado de lipidios de 1,7% na base imida corresponde a cerca de 10%, se for
considerada a base seca. Desse modo, o valor encontrado esta de acordo com Pereira (1997), que
afirma que o valor de lipidios, em minhocas, & de 9% (base seca).

Nao existem dados na literatura em relagdo a umidade e cinzas da minhoca. Sendo assim nao
é possivel comparar os resultados obtidos com outras pesquisas. No entanto, o valor de 6,17% (base
seca) indica baixo teor de compostos inorganicos, logo elevada quantidade de matéria organica.

3.2 Resultados do planejamento experimental de hidrolise de minhoca

3.2.1 Condigao de hidrolise para Flavourzyme

A Tabela 3 mostra os valores dos graus de hidrolise obtidos com a enzima Flavourzyme.

Tabela 3 — Graus de hidrolise com a enzima Flavourzyme nas condi¢oes estudadas

pH | Temperatura (°C) | Tempo (h) | Agitagdao (rpm) | Enzima/Substrato (%) | Grau hidrolise (%)
6,3 38 1,52 58 2,67 2,62
6,3 38 1,52 58 5,83 4,89
6,3 38 1,52 142 2,67 2,87
6,3 38 1,52 142 5,83 3,78
6,3 38 2,99 58 2,67 292
6,3 38 2,99 58 5,83 6,74
6,3 38 2,99 142 2,67 2,84
6,3 38 2,99 142 5,83 3,98
6,3 57 1,52 58 2,67 1,78
6,3 57 1,52 58 5,83 2,38
6,3 57 1,52 142 2,67 3,53
6,3 57 1,52 142 5,83 2,25
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pH | Temperatura (°C) | Tempo (h) | Agitacao (rpm) Enzima/Substrato (%) | Grau hidrolise (%)
6,3 57 2,99 58 2,67 1,55
6,3 57 2,99 58 5,83 4,23
6,3 57 2,99 142 2,67 3,34
6,3 57 2,99 142 5,83 1,29
8,2 38 1,52 58 2,67 3,54
8,2 38 1,52 58 5,83 3,68
8,2 38 1,52 142 2,67 1,93
8,2 38 1,52 142 5,83 1,51
8,2 38 2,99 58 2,67 4,02
8,2 38 2,99 58 5,83 3,90
8,2 38 2,99 142 2,67 4,48
8,2 38 2,99 142 5,83 2,64
8,2 57 1,52 58 2,67 3,31
8,2 57 1,52 58 5,83 5,50
8,2 57 1,52 142 2,67 6,85
8,2 57 1,52 142 5,83 3,27
8,2 57 2,99 58 2,67 3,77
8,2 57 2,99 58 5,83 2,13
8,2 57 2,99 142 2,67 411
8,2 57 2,99 142 5,83 1,70
5,00 47,5 2,25 100 4,25 2,49
9,5 47,5 2,25 100 4,25 1,08
7,25 25,0 2,25 100 4,25 2,08
7,25 70,0 2,25 100 4,25 2,51
7,25 47,5 0,50 100 4,25 2,03
7,25 47,5 4,00 100 4,25 1,81
7,25 47,5 2,25 0 4,25 5,33
7,25 47,5 2,25 200 4,25 5,31
7,25 47,5 2,25 100 0,50 2,74
7,25 47,5 2,25 100 8,00 2,85
7,25 47,5 2,25 100 4,25 3,93
7,25 47,5 2,25 100 4,25 2,73
7,25 47,5 2,25 100 4,25 2,33

Fonte: Dos autores.

Utilizando-se de programas estatisticos observou-se que o nivel de significancia das variaveis
de hidrolise com a Flavourzyme foram superiores a 0,05, sugerindo-se que ela nao é uma enzima
eficiente para a obtengao de hidrolisados de minhoca. Além disso, os graus de hidrolise encontrados
foram bastante baixos (maximo encontrado de 6,85%), bem inferiores ao relatado nos trabalhos de
Centenaro, Piotrowicz e Prentice-Hernandez (2008), que obtiveram hidrolisados de frango e corvina
com graus de hidrolise de 46,9% e 59,8% respectivamente; Salazar-Posada, Lopes-Padilla e Cano-
Salazar (2012) que obtiveram hidrolisados enzimaticos de subprodutos bovinos, mais precisamente
do extrato do osso, com o uso da Flavourzyme com grau de hidrolise de 20,2%.

Segundo Souisse et al. (2007), o tipo do substrato € um dos principais fatores que influenciam
a hidrolise. Sendo assim, sugere-se que os resultados encontrados se devem ao tipo de substrato
em estudo, visto que as propriedades fisico-quimicas dele sao bastante diferenciadas das matérias-
primas utilizadas em outros estudos, principalmente o elevado teor de umidade que é de 86,54%.
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5 CONCLUSAO

Com base no planejamento experimental e em programas estatisticos observou-se que a
Flavourzyme contribuiu com uma quantidade relativamente baixa de hidrolisados de minhoca, com
grau de hidrolise no maximo de 6,85%. Por isso, sugere-se o estudo de outras condi¢des de hidrolise,
bem como o estudo de novas enzimas para a obtengao do produto proposto.
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