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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi o de otimizar as propriedades funcionais de
concentrados protéicos de tilapia do Nilo, mediante modificages nos processos de obtengiio de
concentrados, ou através de hidrolise enzimatica de proteinas, A matéria primna empregada na
elaboragiio deste trabalho foi a tilapia do Nilo (Oreochromus niloticus). Inicialmente fol
preparado um concentrado de proteinas totais, tratado com 3 cickes de etanol a 50°C, o qual
apresentou baixo teor de gorduras (2,14 + 0,07%), mas nao apresentou funcionalidade. Foram
preparados concentrados de proteinas miofibrilares, nos quais os filés de tilapia foram raoidos, ¢
lavados com soluges de cloreto de sodio, e bicarbonato de sodio e dgna consecutivamente. Apos
a eliminaciio da Agua possivel, por prensagem, foram aplicados seis tratamentos diferentes,
sncluindo: etanol a frio (E), adigio de crioprotetores, a semethanca do preparo do surimi (8),
¢ratamento do concentrado S com etanol a frie (SE), tratamento do filé triturado com etanol
hexano (EH), adi¢io de polifosfatos aos filés triturados {F), e tratamento do concentrado ¥ com
etanol a frio (FE). A avaliagio preliminar das propriedades funcionais e da estabilidade dos
concentrados mosirou que o concentrado adicionado de polifosfatos e tratado com etanol fot a
melhor alternativa. Este foi a seguir, preparado em grande quantidade {CP) e entre suas
propriedades destacaram-se. a capacidade emulsificante (297,33 £3,79 mL de dleo/g proteina), 0
indice de atividade emulsificante (34,76 + 1,63 m*/g de proteina), ¢ a capacidade espumante
(171,67 + 7.64%). A capacidade de retengio de agua foi de 12,50 + 0,99 mL de Agualg de
proteina, muito superior a das demais preparages. Foram preparados tidrolisados protéicos
mediante a utilizagio da preparagio enzimatica Flavourzime® (Novo Nordisk). Os hidrolisados
com 2.5%; 3.5%; 7%; 9%; e 14% de hidrolise foram utilizados para avaliagfio de propriedades
fimcionais € os restantes (22%, 25% e 45% de hidrolise) para aspectos nutricionais especiais € de
avatiagio sensorial. Consegui-se melhora estatisticamente significativa (p<0,05) em todas as
propriedades funcionais. Com 7% de grau de hidrolise foram obtidas as methores propriedades
funcionais, destacando-se a solubilidade (42,43 £ 1,43%), capacidade emulsificante (287,17 £ 11,14
mL de 6leo/g proteina), indice de atividade emulsificante (30,49 % 0,11 m% g de proteina) e
capacidade espumante (177,00 + 1,00%). Para grau de hidrolise de 14% houve EXpressivo
abaixamento da tensio superficial (13,3%) e interfacial (53,6%). Foram desenvolvidas
formulagdes de biscoito doce e salgado, nas quais parte da gordura foi substituida por sucedineos
de gordura de base protéica, ou seja Dairy-Lo” para o biscoito doce e Simplesse” para o biscoito
salgado, empregando-se o hidrolisado com 45% de grau de hidrolise. O teor de proteinas para 0

biscoito doce foi de 19,86 + 0,05, e de gordura, 10,84 £ 0,35. Para o biscoito salgado, os valores



foram 20,31 + 020 e 9,19 = 0,52, para proteinas ¢ gordura, respectivamente, bastante
diferenciados dos demais produtos comerciais, que apresentam teor de gorduras superior ac de
protefnas. O teor de fibras foi de 4,80% (doce) e 2,40% (salgado). O teste de aceitaclio dos
biscoitos foi realizado com 100 atletas. O biscoito salgado foi o preferido independentemente do
sexo dos provadores. No atributo aceitagio global, para o biscoito doce, 14% assinalou que
gostou ruito e 36% que gostou. Para o biscoito salgado, os percentuais foram 11% e 66%
respectivamente. Considerando a aceitagio dos biscoitos pelos atletas, acreditamos que esta seja
uma das aplicaghes para o produto, e eventualmente em usos clinicos. Estas modificagdes nao
alteraram o valor nutritivo dos diversos concentrados e hidrolisados preparados, ndo se
verificando diferenca estatistica significativa entre indices como valor biologico, digestibilidade,
NPU, e NPR, comparativamente & caseina. Houve diferenca estisticamente significativa (p<0,05)
com a caseina quando foram testadas separadamente as fragdes soliveis e insoluveis dos
hidrolisados. Verificou-se também que quando se analisou o PDCAAS para o sobrenadante do
hidrolisado, houve um aumento deste indice proporcionalmente ao grau de hidrolise, indicando
que do ponto de vista nutricional o hidrolisado total seria a melhor forma de utilizagdo do
produto, porquanto mantém inalterado o balango de aminoacidos. Foram comparados
hidrolisados com 25% de grau de hidrolise preparados com Alcalase® e Flavourzime® quanto 2
presenca de peptidio com atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina 1 em
angiotensina 11 (ACE). O ICs do inibidor no hidrolisado de Alcalase™ foi de 0,064 mg e no de
Flavourzime”, 0,087 mg de proteina. Apés purificagdo por HPLC de exclusiio molecular, o ICso
para hidrolisado de Alcalase® foi de 0,0048 mg de proteina, indicando um aumento de 20 vézes

na atividade imbidora.



ABSTRACT

The general objective of this research was the otimization of the Nile tilapia protein
concentrate as to functional properties by modifications in the preparation procedure or controlled
enzymatic hydrolysis. The raw material used for this research was the Nile tilapia (Oreochromus
niloticus). Whole protein concentrate was obtained after three cycles of treatment with ethanol at
50° C. Total lipid content (2.14 * 0.07%), was considered low, but no functionality was shown.
Myofibrilar protein concentrates were prepared under milder conditions atming at a product with
better functionality. Tilapia fillets were minced and washed with sodium chloride and sodium
bicarbonate solutions, and water respectively. After removing the water by compression, it was
submitted to six distinct treatments including: cold ethanol (E); cryoprotector addition, as for
surimi preparation (8); treatment of the previous (8) concentrate with cold ethanol (SE),
treatment of fillets with ethanol hexane (EH}; addition of polyphosphates to the minced fillets (F),
and treatment of ¥ with cold ethanol (FE). Preliminary evaluation of functional properties and
stability of the concentrates showed that concentrate treated with polyphosphates was the best
concerning functionality, Such concentrate was then prepared in greater amounts and its major
properties were: emulsifying capacity (297.33 + 3.79 mL of oil/g protein), emulsifying activity
index {(34.76 £ 1.63 m®/g protein), and foaming capacity (171.67 £ 7.64%). The water retention
capacity was 12.50 + 0.99 mL of water/g protein. Protein hydrolysates were prepared with
Flavourzime® for obtaining nutritionally adequate products with better functional properties. The
concentrates with degrees of hydrolysis of 2.5%,; 3.5%, 7%; 9%, and 14% were fested for
functional properties, and the others (22%, 25% and 45%) for nutricional aspects and sensorial
avaluation. There was statistically significant (p<0.05) improvement for all functional properties.
The best functional properties were obtained with 7% degree of hydrolysis, specially: solubility
(42.43 + 1.43%), emulsifying capacity (287.17 + 11.14 mL of oil/g protein), emulsifying activity
index (30.49 + 0.11 m?/g protein), and foaming capacity (177.00 £ 1.00%). Hydrolysis of 14%
caused a lowering of the surface temsion (13.3% decrease), and interface tension (53.6%
decrease). Cookies (sweet and salted) were developed, in which part of the fat was replaced by
proteir based fat replacers: Dairy-Lo® for the sweet and Simplesse® for the salted cookies, using
the sample with 45% percent of hydrolysis. Protein content was 19.86 & (.05 for the sweet
cookies, and 10.84 + 0.35 for total lipids. For the salted cooldies the values were 20.31 £ 0.20 and
9.19 + 0.52 for protein and fat respectively. Fiber content was 4.80% (sweet} and 2.40% (salted).
Acceptance test was done with 100 athletes, and the salted cookies were preferred by athletes of

both sexes. Overall acceptance for the sweet cookies was: 14% liked it very much and 36% liked



it ¥or the salted cookies the results were 11% liked very much, and 66%, liked. Regardmg
acceptance the product could be recomended for athlets and for clinical nutrition. Hydrolysis did
not affect the nutritional value of the concentrates. There was no statistic differences (p<0.03)
among indexes such as biological value, digestibility, NPU and NPR, among the sample when
compared to casein. There was statistic differences when their soluble and insoluble fractions
were tested separately. It was also shown that when the PDCAAS is caleulated for the soluble
fraction of the hydrolysates, there was an increase in this index proportionally to the degree of
hydrolysis, indicating a better amino acid balance for the total hydrolysates. It was shown that
peptides which inhibits the angiotensin converting enzyme are present in the hydrolysates. The
ICs, for the Alcalase™ hydrolysate was 0.064 mg of protein and for Flavourzime” was 0.087 mg
protein. After separation by molecular exclusion (HPLC) the ICso was 0.0048 mg of protein, for

the enzyme Alcalase”; a twelve-fold increase in the inhibition power.
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1 INTRODUCAOQ

Para atender 4 crescente demanda de alimentos, os recursos pesqueiros podem contribuir
significativamente para melhorar a quahdade nutricional dos alimentos, especialmente nos paises
em desenvolvimento. De mais de 22000 espécies de peixes, apenas algumas centenas estdo sendo

utilizadas como alimento.

A sub-utilizacdo de recursos pesqueiros, pode ser atribuida 2 inimeros fatores, que vio
desde a falta de tecmologia para captura, e para prevengdo de perdas no transpore ¢
armazenamento de um produto altamente perecivel, 4 baixa disponibilidade de produtos aceitavels

a0 consumidor, nos quais o custo ndo torne invidvel 2 oferta.

Os principais componentes dos peixes s3o agua, proteinas e lipidios que totalizam cerca de
98% do tecido muscular. O teor de proteinas varia de 18 a 22%. Componentes menores como
carboidratos, vitaminas ¢ minerais desempenham importante papel na dindmica bioguimica do
pescado. Variagdes na composicio guimica leva a alteracdes em atributos como sabor, odor, cor,
textura e aparéncia, as quais determinam a aceitabilidade do produto (Huitin, 1993; Venugopal &
Shahidi, 1996). |

Devido ao elevado valor nutricional das proteinas de pescado, e a abundéncia de matéria
prima, ¢ interessante rever a metodologia para elaboraciio de produtos com propriedades
funcionais a partir de pescado. O preparo de concentrados protéicos de peixe para consumo
humano apresenta consideriveis problemas técnicos, uma vez que o peixe se deteriora muito
rapidamente e desenvolve odores ¢ sabores dificeis de serem removidos, além da perda de
propriedades funcionais das proteinas. A gordura pode ser removida por exiragio em meio
alcalino, ou por tratamento com solventes orgénicos como isopropanot ou etanol, que favorecem
a desidratagio, originando produtos com qualidades organclépticas favoraveis, mas desprovidos

de propriedades funcionais.

Este tema parecia ter sido abandonado na década de 70, em decorréncia da facilidade com
que estas proteinas sofrem desnaturagio ¢ consequente perda da funcionalidade (Hall & Ahmad,
19972), mas na década de 90, retornou aos periadicos cientificos. Estdo sendo apresentadas
alternativas para a obtengdo de produtos com melhores caracteristicas através de modificagdes

nos processos de extracdo e de hidrolise enzimatica, de modo a permitir & INCOrporacio na



formulagio de alimentos e bebidas nutricionalmente enriquecidos ¢ em alimentos hipoalergénicos
e para fins médicos (Kinsella, 1988; Lahl & Braun, 1994, Mahmoud, 1994, Chan ef aliZ, 1995, Yu
& Fazidah, 1994; Schmidl ef adii, 1994; Shahidi ez afii, 1995, Venugopal, 1995).

O potencial para producio de peixe de cativeiro em 4gua doce é muito grande no Brasil
devido s suas caracteristicas hidricas e regionais. Em sua grande maioria estas espécies tém valor
comercial reduzido quando comparado as espécies marinhas. A época em que este trabalho foi
iniciado, algumas represas de S&o Paulo que foram povoadas experimentalmente com tilapias
apresentaram problemas de superpopulagio. Desta forma, a disponibiidade de produtos
nutricionalmente equilibrados, a partir de pescado, pode fornecer importante aporte protéico, e de
custo menos elevado que as fontes protéicas convencionais. Além da disponibilidade, a escolha da
til4pia estava relacionada ao baixo teor de lipidios desta espécie, o que dispensa tratamentos mais

enérgicos para eliminagiio de gordura dos concentrados, mantendo a funcionalidade das proteinas.

1 OBJETIVOS

Objetivo geral

Otimizar as propriedades funcionais de concentrados protéicos de tilapia do Nilo
(Oreochromus nifoticus), mediante modificacdes nos Processos convencionals de obtencio dos

concentrados, ou através de modificages enzimaticas, mantendo-se a qualidade nutricional.

Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta pesquisa foram:
a) preparar concentrados protéicos com melhores propriedades funcionais mediante modificagbes
na metodologia de preparo e modificacdies enzimaticas;
b) estudar as propriedades nutritivas e funcionais dos preparados com a finalidade de sugerir
aplicagbes em alimentos convencionais ou alimentos para fins especiais,
o) caracterizagio dos hidrolisados guanto a distribuicic de pesos moleculares, com vistas a

formulacio de alimentos para fins médicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MATERIA PRIMA

De ongem afnicana, a tilapia do Nilo (Oreochromus niloticus) foi importada pelo DNOCS
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas), no Nordeste, em 1971, para substituir a
tilapta-do-congo (7ilapia rendalli), que apesar de bastante disseminada nfio apresentava
resultados satisfatorios em termos de produgfo. A introdugo no Estade de S3o Paulo, como
espécie de interesse comercial pela CESP (Companhia Energética de Sdo Paulo), deu-se em 1973
{Companhia Energética de S&o Paulo, 1985).

A tilapia do Nilo ¢ classificada taxonomicamente nz classe Osteichthves, superordem
Teleostei, ordem Perciformes, familia Cichlidae. E bastante resistente a doencas e ao manejo,
sobrevive em aguas com menos de | mg/L de oxigénio dissolvido, e temperatura minima de 15°C,

apesar da temperatura ideal para o crescimento ser superior a 25°C.

Apresenta coloragdo cinza azulada, corpo curto e alto, cabega e caudas pequenas, e listas
verticais na nadadeira caudal. E uma espécie de crescimento rapido, podendo atingir 5 quilos ou
mais, ¢ fornece came de 6tima qualidade, sem espinhas e de bom paladar. O rendimento em filés ¢

da ordem de 32% (Companhia Energética de Sio Paulo, 1985).

2.2 ESTRUTURA DO MUSCULOQ DE PEIXE

O tecido muscular dos peixes € geraimente de cor branca, a4 excegdo dos subcutdneos, que
sdo escuros por conterem expressivas guantidades de mioglobina. A composi¢do de ambos os
tipes de musculo ¢ bastante similar, diferindo pela maior concentragdo de mioglobina e de
lipidios, vitamimas do complexo B, glicogénio e acidos nucléwes nos musculos escuros. O
musculo escuro contém mais mitocOndrias e menos reticulo sarcoplasmatico. A proporgio de
musculo escuro varia com a espécie de peixe, mas pode se mtensificar, em uma mesma especie,

em fungfo da atividade fisica, aumentando no verdc e diminuindo durante o imverno, Este



aumento geralmente diminui o valor comercial do peixe (Hall & Ahmad, 1992 Suzuki, 1987,
Venugopal & Shahidi, 1996).

Os peixes possuem um sistema muscular que se extende por todo o corpo, em longos
feixes verticais chamados midmeros, e que esta dividido na diregio dorsoventral por apofises
vertebrais e raios osseos das aletas, e em sentido horizontal por septos. De acordo com o numero
de vértebras, a musculatura do tronco divide-se em setores musculares (midmeros) separados
entre si por membranas de tecido conjuntivo (transversais: miocomatas; honzontais: mioseptos).
Os miosepetos orientam-se em linha reta, e as miocomatas em zig-zag. Observados em secdo
transversal os midmeros das zonas dorsal e ventral estio ordenados em circulos coneéntricos.
Cada midmero é controlado por um nervo independente, o gue possibilita a0 peixe flexionar a

parte dianteira do seu corpo em uma diregdo, enquanto dobra a cauda em direcio oposta.

O midmero é composto de fibras musculares de 20 mm de comprimento e 0,02 a | mm de
didmetro. Cada fibra € cercada de uma membrana denominada sarcolema, contendo fibrilas de
colageno, e contém todos os componentes de uma célula, além de miofibrilas (1000 a 2000}, com
5 wm de didmetro, banthadas pelo sarcoplasma. As miofibrilas s30 segmentadas em sarcomeros, 0s
quais sdo compostos de filamentos grossos e finos. A disposigio alternada dos filamentos ornigina
bandas claras, isotropicas (banda I) ou bandas escuras, anisotropicas (banda A). A linha Z situa-se
a0 centro da banda I, e a zona H, ligeiramente mais brilhante, a0 centro da banda A. O sarcdmero
¢ a unidade morfologica da miofibrila, e corresponde a zona entre duas linhas Z, ¢ apresenta o

padriio estrutural descrito ao longo do comprimento das miofibrilas.

Os filamentos grossos sio constituidos de moléculas de miosina, ¢ os filamentos finos de
duplas hélices de actina, além de troponina ¢ tropomiosina. Entre as miofibrilas ha quantidades
pequenas de sarcoplasma, mitocondrias, grinulos de glicogénio e reticulo sarcoplasmatico, uma
especializacdo do reticulo endoplasmatico, formado por um sisterna de vesiculas achatadas de
mermbrana dupla com muitas perfuracdes, que circunda cada conjunto de sarcomeros adjacentes
de uma miofibrila (Suzuki, 1987; Belitz & Grosch, 1988; Hultin, 1993, Venugopal & Shahidl.
1996).



1.3 COMPOSICAO E VALOR NUTRITIVO DE PESCADO

2.3.1 Compeosicio

Peixes e animais marnnhos sio umsa excelente opedo como fonte de nutnientes. Os fatores
de importincia nutricional incluem: calonas, proteinas, lipidios, colesierol, minerals e viaminas.
Em termos médios, a composigio de musculo de pescado € a seguinte: proteina 15 a 24%;
lipidios 0,1 a 22%; carboidratos 1 a 3%, substéncias inorginicas menos de 1%, ¢ agua, de 65 a
80%. O valor caldrico é de 100 a 200 keal/100g. O teor de colesterol € da ordem de 50 ~ 90
mg/100g. O peixe ¢ rico em minerais (potassio, calcio, ferro, fosforo e zinco) e vitaminas do
complexo B, ¢ vitaminas A e D (Kinsella, 1988; Venugopal & Shahidi, 1996).

Agua

A agua € o principal componente da porgdo comestivel dos peixes. Normalmente existe

uma relagiio inversa entre o conteudo de agua e lipidios.

Proteinas

As proteinas do tecido muscular podem ser classificadas em trés grupos. proteinas
sarcoplasmaticas (20 - 30%), proteinas miofibrilares (65-80%), compostas prnncipalmente de
actina, miosina, tropomiosina € troponina e as proteinas do tecido comuntivo {3 - 3%}

{Venugopal & Shahidi, 1996; Hultin, 1993).

Entre as proteinas miofibrilares, a miosina € a mais abundante (50 - 58%). Pode ser
extraida por homogeneizagio em presenga de sals neutros com forga i0nica supenor a 0,3,
contendo MgCl, e ATP ou solucdo de pirofosfato para dissociar 2 molécula de actomiosina. O
cloreto de magnésio inibe a decomposigio do ATP, E composta de duas cadeias pesadas (200 e
240 kDa) associada nio covalentemente a dois pares de cadeias leves (16 e 28 kDa). Apresenta
atividade de ATPase, regulada pela presenga de Ca™” ¢ Mg~ . Apesar de existir uma pequena
diferenca na composigio de aminoacidos, a miosina de tilapia € semelhante a de coelho ¢ galinha.
A miosina de espécies como tilapia, e de atum, parece ser t3o estavel quanto a de animais

terrestres, mas de um modo geral a miosina de peixe € sensivel 4 desnaturagdo (congelamento),



coagulacdo, ou alteragdes quimicas que comprometem as propriedades fisicas dos tecidos
musculares. As proteinas miofibrilares sdo intermediarias em solubilidade, mas afetam as
propriedades culindrias do peixe devido a sua alta capacidade emulsificante ¢ de retengo de agua
(Venugopal & Shahidi, 1996).

Cerca de 22% da protsina miofibrilar corresponde a actina. Existe Como filamentos
helicoidais duplos no musculo esquelético e no musculo cardiaco (F-actina). E composta de
mondmeros globulares polimerizados, com peso molecular aproximado de 43 kDa {G-actina). Em
presenca de sais neutros a a G-actina ¢ polimenizada a F-actina. A miosing € a actina apresentam
composigio constante variando muito pouco entre fibras musculares e entre musculos de
diferentes espécies. No musculo “pos-morten” a miosina e acting existern como complexo
actormiosina. A tropomiosina ¢ uma proteina dimérica composta de duas sub-unidades ¢ € fi, com
peso molecuiar de 34 e 36 kDa, respectivamente. A troponina, proteina ligadora de calcio, €
composta de 3 diferentes sub-unidades: troponina C, I e T com pesos moteculares de 18, 23 ¢ 37

kDa, respectivamente (Xiong, 1994).

O termo proteinas sarcoplasmaticas geralmente se refere as proteinas do sarcoplasma, 0
componentes do fluido extracelular, e as proteinas contidas em pequenas particulas do
sarcoplasma. S3o extraidas por homogeneizagdo do musculo com agua ou solugdes salnas
diluidas. Inclui compostos de baixo peso molecular como albuminas, globulinas, hemoglobina,
miogiobina, enzimas da via ghcolitica, lisossomas, proteases, peptidios, enzimas que catalisam 2
degradagio de compostos nitrogenados, e proteinas ligadoras de calcio, como as parvalbunnas
(Pascual & Esteban, 1992) e calmodulinas (Venugopal & Shahidi, 1996). Entre as proteinas do
tecido conjuntivo, a mais importante € o colageno. cujo teor varia com 2 espécie, wdade, estagio

do ano, e estado nutricional.

Compostos nitrogenados nio protéicos

A fragio formada pelos compostos nitrogenados nao protéicos do musculo de peixe € de
cerca de 10 a 40% superior a dos amimals terrestres. E representada por aminoacidos, peptidios,

oxido de trimetilamina. creatina. creatinina e nucleotidios (Venugopal & Shahidi, 1996).



Lipidios

O teor de lipidios em peixes vana de 0,2 a 23,7%, dependendo da posicio anatdmica,
sexo, dieta e da estagdo do ano. A variaglo é maior em termos de triacilglicerdis que de
fosfolipidios. A composigio lipidica de peixes de dgua doce ¢ intermediaria entre os de agua
salgada e de amimais terrestres, Lipidios de animais marinhos s3o altamente insaturados, a relagio
imsaturados:saturados € de 3:1, mas em peixe de agua doce € de 1:1. Em peixes de agua doce

predominam acidos graxos ©-06, ¢ de Agua salgada ©-3 {Venugopal & Shahidi, 1996).

2.3.2 Valor nutritive

Para ilustrar a quahidade nutricional das proteinas de pescado, em um trabalho recente, El
& Kavas (1996) avaliaram a qualidade protéica de truta arco-ins. Afraves de ensalos de
digestibilidade “in vitro” obtiveram valores de 84,7 a 95,5% de digestuibilidade, em fun¢do do
método empregado. O PDCAAS (protein digestibility corrected aminoacid sconng) fot de 99,8%,

e o escore de aminoacidos de 100%.

O pacu ¢ um peixe de agua doce, rice em gordura (17.2%). O valor de PER (protemn
efficiency ratio - quociente de eficiéncia protéica) obtido com filés de pacu por Machado &
Sgarbieri {1991), foi de 2.9 {caseina 2,8); a digestibilidade “in vivo™ de 90,0% (caseina, 89.8%), e
o valor bioldgico de 74,6% (caseina, 82,0%).

2.4 CONCENTRADO PROTEICO DE PESCADO (CPP)

2.4.1 Desenvolvimento e fatores de qualidade

Uma parte expressiva dos recursos pesqueiros ¢ transformada em produtos para
alimentag3o animal, especialmente os de baixo valor comercial, mas & uma excelente fonte de
proteinas para paises em desenvolvimento, cuja populagio ngere gquantidades marginais do
nutriente. O termo Concentrado Protéico de Pescado (CPP) inclui as farinhas de peixe. e

produtos fermentados como molhos e pastas (Brody, 1965; Halliday & Disney, 1971).



Uma das primeiras tentativas de producio de CPP deu-se na Africa em 1937, quando do
prepare de farinhas extraidas com etanol A produgdic comercial iniciou em 1936, para
enriquecimente de pies (2%). Postenormente (1962), foi empregado em um produtoc para

alimentacdo infantil - “Pronutre” (Halliday & Disney, 1971).

Um fator determinante para o desenvolvimento dos CPP foi o programa do UNICEF para
pesquisa de fontes protéicas nfo convencionais, na década de 50. Financiou no Chile a construcio
de uma planta para o prepararo de CPP partindo de merlucio ¢ processo de extragdo com
hexano/etano!, Em Marrocos, o processo financiado utilizava sardinha e mistura de solventes

inchuindo hexano, acetato de etila e 1sopropanol.

Nos Estados Unidos, a producdo fol iniciada em 1959 pela empresa Viobin Corporation
de Monticello (Tlinois), que desenvolveu um método no qual o peixe era moido e as particulas
suspensas em dicloro etilenc. O solvente era elevado 4 ebuliglio por vapor indireto. A destilagio
azeotrdpica removia a agua em forma de vapor e dissolvia o dleo simuitdneamente, que era
eliminado junto com o solvente. A eliminagio de fosfatidios {para prevenir a reversde do &leo),
aminas e substincias relacionadas, que sio responsaveis pelo sabor de peixe, era feita mediante
lavagens sucessivas com alcool Posteriornmente, em 1963, através do programa do “Bureau of
Commercial Fisheries” e da “Agency for Imernational Development” (AID) foi selecionado o
concentrado obtido com isopropanol. A aprovacio pela FDA (Food and Drug Adminstration)
para o concentrado obtido com isopropanol foi concedida somente em 1967 ¢ tendo como

matéria prima, o merlacio (Brody, 1965, Halliday & Disney, 1971}

O estudo do emprego do isopropanot para obtengio de CPP teve micio em 1935, no
Canada (Halifax Laboratory of Fisheries Research Board). Mais tarde outros pemxes como
arenque e bacathau foram estudados como matéria prima para CPP. Produtos semelhantes foram
desenvolvidos na Suécia, Noruega e na Russia. Posteriormente outros produtos para consumo

humano foram desenvolvidos no Peru e na india {(Halliday & Disney, 1971).

A matéria prima para produgio de concentrados protéicos depende da aplicacdo que se
pretende dar ao produto. Para alimentagio humana, pode-se partir de pescado processado atraves
de separacio mecanica, ou de filetagem. O produto cominuido deve ser submetido a processos de
lavagem com solucio salina para eliminagiic das proteinas sarcoplasmaticas € outfos materias

(sangue, pigmentos, enzimas) que comprometem © concemrado ou hidrolisado proteico em



termos de sabor. odor e conservacio. Para fins de alimentagio animal, pode-se partir de peixe
eviscerado, moido sem separagdo de cabega, pele ¢ ossos, eliminando o residuc ao final do
processo. Para eliminagio da gordura, é recomendado o tratamento com solventes {alcoois,
hexano, acetato de etila) & quente (70 a 100°C), os quais tém efeito desidratante e desnaturante

sobre a proteina, promovendo a perda de funcionalidade.

De acordo com Hall & Ahmad (1992), estdc disponiveis tres tipos de concentrados
protéicos de peixe, cujas especificagdes encontram-s¢ na Tabela 1. O tipo A no qual o
concentrado de proteina ¢ préviamente tratado com solventes orglnicos, e os tipos B e C sem

tratamento prévio.

Tabela 1. Especificaciies FAQ/OMS/UNICEF-1961 para concentrados protéicos de
pescado (Brody, 1965; Halliday & Disney, 1971).

Tipo A Tipo B Tipo C

Umidade (maxime,%) 10,0 10,0 10,0
Proteina * (minimo, %) 67,5 65,0 60,0
Digestibilidade Pepsina (minimo,%) 92,0 92,0 92,0
Lisinz disponivel (min.,% de 6,5 6,5 6,5
proteina)

Lipidios totais (maximo, %) 0,75 3,0 10,0
Cloretos (maximo,%) 1,8 1,5 2,0
Silica (maximo, %} 0,5 0,5 0,3

* Proteina (N x 6,25), calculada com base em 10% de umudade

Outras especificagdes foram incluidas: a) odor e sabor: o CPP do tipo A ndo pode
apresentar mais que leve odor ou sabor quando fervido em recipiente fechado, b)
armazenamento: apos 6 meses a 27 °C em embalagem hermeticamente fechada ndo deve ocorrer
perda da qualidade da proteina avaliada em termos de disponibilidade de lisina e digestibilidade &
pepsina, para os tres 1ipos e auséncia de sabor ou odor estranho para o tipo A, ¢) microbiologia:
o tipo A deve ser livre de Enmterococci, Saimonelia Shigelia, Swphylococei coagulase +, ¢
Clostridia e apresentar contagem bacteriana mferior a 10* UFC/g, os demais tipos devem
apresentar auséncia de microorganismos patogénicos, mas ndo ha especificagdo para contagem

bacteriana total; ¢ d) seguranca: nenhum aditivo, preservativo ou residuo de solvente pode ser
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observado no concentrado do tipo A, para os demais ndo ¢ permitida a adigdo de antioxidantes ou

flavorizantes, exceto se houver permissdo do pais onde o produto € consumido.

Marinou ef alii (1974) utilizaram concentrado protéico de pescade obtido por tratamento
com isopropanol para substituigio de leite desnatado em produtos 4 base de cereais, 0s quais
foram servidos em forma de sopas, cereais para bebés e bolinhos para dietas de desmame. Do
ponto de vista sensorial, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os produtos
suplementados com leite ou CPP. O PER do produto suplementado com 14,05% de CPP foi
superior (2,53) ao do adicionado de 10% de leite em po desnatado (2,13). Para caseina o PER foi
de 2,5.

Sikka et alii (1979) avaliaram nutricionalmente concentrado protéico de varias espécies de
peixes, disponivels na costa da India, em termos de PER, NPR (net protein ratio - quociente de
eficiéncia protéica liquida), BV (biological value - valor biclégico), aminoacidos, indice quinuco,
composi¢do centesimal, além de avaliacio ‘organoléptica. O PER foi significativamente superior
ao da caseina, o NPR foi de 3,53 a 3,96, para caseina igual a 4,6; os aminoacidos fimitantes foram

os sulfirados: metionina + cisteina; e o valor biolégico em média 63% o da caseina.

O nivel de aminoacidos essenciais em CPP ¢é significativamente maior que ¢ do padrio
FAOQ/OMS de 1973, tendo como aminoacidos limitantes metionina e cisteina. O PER ¢ superior
ao da caseina, e uma das principais indicagdes dos CPP ¢ a suplementacio de alimenios a base de

cereais (Fox ef alii, 1982).

Sheata e alii (1989) estudaram o efeito da suplementagio de farinha de trigo para
elaboragio de 4 tipos de pastéis egipcios, na proporgdo de 0, 2, 4, 6, e 8% de concentrado na
farinha. Foram avaliados aparéncia externa ¢ interna, sabor, aroma, e cor, Os escores para estes
niveis de adi¢do oscilaram entre 5 e 6 (valor maximo = 7), 0 que permitic a0s autores concluirem
que a adigio de até 6% ¢ considerada uma suplementagio favoravel. Posteriormente, em 1992,
Sheata avaliou nutricionalmente a suplementaco a nivel de 4 e 6% nos mesmos pastéis. O PER
aumentou 4 medida que aumentou a concentragio de CPP, vanando de 0,47 - (0,86 {caseina 2.8);
nos diferentes pastéis sem adi¢do do CPP a entre 1,44 e 1.8 nos pastéis com adigio de 6% do

concetrado.
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A utilizagBo protéica e a sintese de proteinas “in vivo™ decorrente da adicio de CPP
{niveis de 5, 10, 15 e 20%), em farinha de milko germinado, foi testada por Asiedu ef alii (1994).
A sintese protéica, o ganho de peso, o balango nitrogenado e a utilizagfio protéica liquida (NPU -
net protein utilization) aumentaram proporcionalmente 4 adicdo de proteina de pescado. O
objetive era desenvolver um produto para uso infantil. A possibilidade tecnologica da
suplementag@o de tatharim com CPP foi testada por Das & Chartora (1989). Em termos de

qualidade global a suplementaciio de trigo com 3% de CPP foi a mais efetiva.

Outra possibilidade foi estudada por Venugopal (1987), mas sem utilizar CPP, apenas com
carne de pescado cominuida, cozida e desodorizada, a ser adicionada a farinha de trigo na
elaboragdio de produtos de cereals por exirusdo. Os resultados preliminares foram promissores.
Yu & Kaur (1992), partindo de carne de peixe cominuida, lavada com solugdo de cloreto de sodio
e postertormente cozida ou seca em forno a 100°C, prepararam biscoitos contendo 8, 16, & 24%
de adigio do peixe. A aceitabilidade sensorial foi avaliada em termos de cor, textura, odor e
sabor. Os resultados mostraram que os biscoitos preferidos foram os obtidos com 16% de peixe
cozido em agua e com farinha cujo teor protéico era de 9,63%. Venugopal & Shahidi (1995)
reportaram inumeras formas de agregar valor a espécies de peixes pouco utiizadas entre as quais:
elaboraciio de concentrados protéicos, surimi, salsichas, produtos fermentados, uso de extrusiio e

outros produtos convencionais.

2.4.2 Métodos para melhorar as propriedades funcionais dos

concentrades protéicos de pescado
Condices de processamento mais brandas

Uma série de trabalhos foram publicados com propostas para resolver o problema da baixa
capacidade de mhdratacio dos CPP, incluindo condicSes de processamento mais brandas e
modificagdes quimicas e enzimaticas. No inicio da década de 70, Hermansson e¢f alii (1971)
usaram tratamento alcalino para melhorar as propriedades funcionais de CPP, ¢ obtiveram
expressiva methora na solubilidade, capacidade de absorgiio espontanea de Agua ¢ na capacidade
espumante. Por outro lado, o tratamento alcalino comprometeu a qualidade nutricional do

concentrado.
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Alguns procedimentos registrados na literatura permitem a obtengdo de concentrados

dotados de melhor funcionalidade, o que ¢ especialmente imporiante quando se utiliza, como

matéria prima, peixes de baixo valor comercial {Cob 111 & Hyder, 1972, Spinelli ef alii, 1972a.b;
Yox et alii, 1982; Venugopal et alii, 1994ab, 1996),

Os procedimentos incluem: a) tratamento controlado com etanol/hexano, originando um
produto com boa capacidade emulsificante (Cob IH & Hyder, 1972); b) conversio das proteinas
miofibrilares a um gel, mediante a adigio de acido acético para baixar o pH {(Venugopal et alii,
1996), originando um concentrado com boa solubilidade em presenca de fosfatos (tripolifosfato),
boa capacidade de retengio de agua e emulsificacio; e ¢) lavagem do peixe cominuido com agua
(<10°C), cloreto de sddio (0,5%); e bicarbonato de sédio (0.5%) e novamente com agua
onginando suspensdes de 5 a 30% de proteina. As suspensdes foram mantidas a temperatura
ambiente por 18 horas, homogeneizadas e submetidas a tratamento térmico {70°C). A
sotubilidade do concentrado foi superior a 80%. A capacidade emulsificante foi de 30 mL de éleo
por 100 g de proteina O produto apresentou elevada termoestabilidade (Venugopal er ali,
1994ab).

O Ministério da Agricultura ¢ da Pesca do Japdo desenvolveu um concentrado protéico
texturizado denominado “marinbeef”, que apresenta sabor agradavel apos a reidratacio. Para sua
obtengdc tambeém se utilizam solventes orgénicos para eliminar dgua e gordura, mas ndo se utiliza
o pescado inteiro, apenas o musculo, o qual é amassado em presenca de cloreto de sodio {1 a2%)
até a obtenglo de uma pasta viscosa, que ¢ aplicada & uma extrusora ¢ posteriormente tratada

com etanol e desidratada {concentrado protéico do tipo B).

O valor nutritivo do “marinbeef” € semelhante ao dos peixes de origem, atingindo valores
como 98% de digestibilidade, NPU de 88-90, PER 3,5 a 3,7 (caseina = 2,8), ¢ valor biologico de
89 8 92 (Suzuki, 1987).

Adic3o de fosfatos

Spinelli e alii (1972a,b) desenvolveram metodologia para o preparo de isolados protéicos
de proteinas miofibrilares. A separagio das proteinas miofibrilares deveu-se a sua maior
estabilidade, uma vez que a oxidagio da fragio sarcoplasmatica é muito maior € que compostos

que poderiam conferir odor e sabor desagradavel ao produto final podem ser extraidos da fracio
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miofibrilar com isopropanol, mas n3o se consegue exirai-los da fragio sarcoplasmatica. Os
autores estudaram as propriedades funcionais destas proteinas na forma de isolado; e apos
hidrolise enzimatica com RHOZYME P-11, e modificagio com hexametafosfato. ApoOs a
nidrélise, o concentrado foi complexado com fosfato, e o complexo proteina-fosfato, precipitado
em pH 2,5 a 3,5, O precipitado foi neutralizado com base a pH 8.0. As caracteristicas
nutricionais nic foram afetadas pela complexagdio com fosfato. Os niveis de metionina, treonina, e
triptofano permaneceram inalterados, ¢ o de lisina disponivel decresceu apenas 15% (Fox et alii,
1082},

Os fosfatos sdo utilizados na indlstria de carmes principalmente para melhorar 2
capacidade de retengdo de agua e outras caracteristicas reologicas. S0 empregadas duas classes
gerais de fosfatos: ortofosfatos (um atomo de P) e polifosfatos {dois ou mais atomos de P). Os
polifosfatos incluem: pirofosfato acido de sodio (SAPP), pirofosfato de tetrasédio (TSPP),
tnpolifosfato de sddio (STPP) e fosfatos de cadeias mais longas, designados coletivamente como
hexametafosfato de sddio (ASHMP) (Trout & Schmidt, 1986, Henson & Kowalewski 1992).

O mecanismo de agfio ndo esta totalmente esclarecido, mas o principal efeito dos fosfatos,
e particularmente dos polifosfatos, ¢ elevar o pH da came e restaurar a capacidade de absorgio de
dgua que comega a decrescer com o inicio da rigidez cadavérica, os fosfatos contribuem para
aumentar a concentragdo 10nica, aumentando a retengdo de dgua; também atuam através da acio
sequestrante de metais alcalino-terrosos normalmente presentes na came, prevenindo o sabor
desagradivel, exercem acio especifica aumentando a solubilidade da miosina e actomiosina; e
estabilizam emulsdes. Os polifosfatos sdo hidrolisados a ortofosfato, que € o agente ativo, por
acdo de tripolifosfatases (Fox er afii, 1982; Trout & Schmidt, 1986; Henson & Kowalewski
1992).

Os diferentes tipos de fosfatos melhoram as propriedades funcionais na seguinte ordem:
pirofosfato>tripolifosfato>tetrapolifosfato>hexametafosfato~ontofosfate. A atividade  do
pirofosfato € maior por sua habilidade de dissociar a actomiosina em actina e miosina. Sua acgdo
seria de aumentar a splubilizagdo de proteinas, particularmente da actomiosina (Trout & Schmidt,
1986; Chang & Regenstein, 1997). Os resuitados dos trabalhos de Trout & Schmidt (1986)
mdicam que os fosfatos nio melhoram a funcionalidade s6 por aumentar a forga idnica ¢ o pH.

Segundo os autores, os fosfatos methoram a funcionalidade por alterar interacdes hidrofébicas.
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O hexametafosfato de sddio liga-se mais fortemente a actomiosina que outros polifosfatos,
atraves de grupos positivamente carregados das proteinas miofibrilares. A fgacio do
hexametafosfato a sitios da miosina proximos da ligagio com a actina, interrompe a ligago com a
actina. A actina ¢ miosina permanecem dissociadas uma da outra, permitindo o aumento de
espacamento da rede de filamentos. As ligagBes cruzadas entre os filamentos finos ¢ grosssos
podem atuar como uma forga que restringe este espagamento. Esta restrigdo ndo existiria se estas
ligacOes fossem suprimidas. Se os dnions polifosfato se ligassem as cargas positivas restantes dos
filamentos, acima do ponto isoelétrico, a repulsio eletrostatica entre os filamentos aumentaria ¢

como conseqiiéncia aumentaria a retencgio de dgua (Chang & Regenstein, 1997).

Surimi

O surimi ¢ um produto de musculo de peixe separado mecanicamente, lavado com 4gua,
soluglio salina e novamente com agua, e adicionado de crioprotetores. O processo de lavagem
remove gordura, sangue, pigmentos, € compostos odoriferos. O produto ideal apresenta menos de
1% de gordura, e baixo teor de tecido conjuntivo € proteinas sarcoplasmaticas. Do ponto de vista
bioquimico € um concentrado de proteinas miofibrilares Sua propriedade funcional mais

expressiva € a geleificagio (Lee, 1984, 1986, Hall & Ahmad, 1992; Giese, 1994),

O processo para obtengdo de surimi foi discutido em inimeros trabathos. Alguns tratam
do processo de forma mais detathada (Lee, 1984, 1986, Hall & Ahmad, 1992; Ockerman, 1992;
Chan et alii, 1995} e outros estudam o efeito de diferentes crioprotetores {Park & Lanter, 1987;
Sych eralii, 1990, 1991, Park, 1994).

Proteinas miofibrilares de peixe s#o altamente sensiveis 4 desnaturacio pelo congelamento
g consequente perda de funcionalidade. A desnaturacio consiste na agrega¢lo de proteinas
miofibrilares, nas quais s3o formadas ligacdes de hidrogénio, ligagdes ibnicas, ligagdes
hidrofobicas e pontes dissulfeto. O papel da agua € fundamental A medida que a 4gua congela
ocorre concentracao de solutos, promovendo alteragio da forga idnica e do pH, e permitindo a
formagdc de novas ligagdes. A agua imediatamente ao redor das moléculas de proteinas,
responsavel pela manutencio do seu estado ordenado, € removida progressivamente por
congelamento, ocasionando desidratacio A migracio da agua promove a agregagio das

moleculas de proteinas e alteragdes conformacionais. No ambiente desidratado, ocorrem uma
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série de reacdes, entre as quais, oxidagdo lipidica, originando compostos, como o malonaldeido,
que reagem com as proteinas, promovendo ligagdes cruzadas adicionsis e desnaturacio. A
temperatura de congelamento e consegiente velocidade de congelamento, também determinam a
ocorréncia de desnaturagio. Quando o tecido é congelado rapidamente formam-se cristais de gelo
muite peguenos, ianto intracelularmente como extracelularmente. Se o congelamento € lento,
formam-se grandes cristais de gelo, inicialmente no espago extracelular. Grandes cristais de gelo

mtracelulares lesionam as membranas celulares (Suzuki, 1987; Hultin, 1993, Xiong, 1994).

Uma das maneiras mais efetivas de prevenir a desnaturagio € mediante o uso de
crioprotetores. Habituaglmente o surimi € preparado com a adicBo de polidis e fosfatos, que
apresentam efeito cnoprotetor {Park et afii, 1987, Svch ez alii, 1990, 1991, Hall & Ahmad, 1992;
Park, 1994). Por outro lado, em decorréncia do processo envolver homogeneizaglo e sucessivas
lavagens, os radicais livres e espeécies ativas de oxigénio geradas durante o processo, podem
ocaslonar danos & estrututura da proteina e destrui¢do de certos aminoacidos. Um sistema
antioxidante, como o proposto por Kelleher er afii (1992, 1994), contendo 0,2% de ascorbato ¢
0,2% de tnipolifosfato incluido desde a etapa inicial do processo, imbe a oxidagdo lipidica, Esta
combinacio foi anteriormente testada por Shahidi er alii {1987), mostrando ser efetiva na

prevencdo da oxidagio em cames cozidas.

O surimi ¢ um produto intermedidrio para o preparo de kamaboko, um produte japonés
tradicional (Suzuki, 1987, Ockerman, 1992). Karmas & Lauber (1987) partiram do sunimi para o
prepare de “snack foods™ de alto teor protéico. Atraveés de processo de cocglio, fermentagio e
extrusio, chegaram a um produto contendo 20 - 25% de proteina, pH inferior a 5,2, atividade de
agua 0,2 ou menos e 30 - 32% de umidade intermediaria. Pode ser aromatizado € usade como

mgrediente em diversos tipos de formulagdes.
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2.4.3 Residuos de processamento

O residuo de pele e ossos produzide nos processos de separagdo corresponde a mais de
50% na separacdo mecfnica, e mais de 70% na filetagem (Morais & Martins, 1981).
Normalmente este residuo € destinado a ensilagem, ou € simplesmente descartado, mas existem
trabathos sugerindo o aproveitamento deste residuo. Tarky et alif (1973) prepararam hidrolisado
de residuo solido da industria pesqueira com pepsina. O produto apresentou PER de 1,65 (casema
= 3,33). Quando adicionado de caseina (rica em triptofano} em proporgdes iguais, o PER elevou-
se para 3,39. Montecalvo e7 al/ii (1984) testaram varias formas de recuperar a proteina que sobra
do residuo da filetagem de linguado, avaliando variaveis como pH do meio de extragdo, tempo e
temperatura do processo, precipitagdo isoelétrica, relagio proteina/solvente, € na forma de
complexos de fosfato as proteinas soluveis resultantes da precipitagiio isoelétrica. O rendimento

fol de cerca de 70%.

Ne preparo de produtos como o surimi {item 3.3.1), ou 0 “mannbeef” (Suzuki, 1987), o
residuo ¢ liquido ¢ corresponde s diversas fragdes de lavagem com solucdo salina, bicarbonato e
agua e contém cerca de 20 - 36% de proteina. (Lee, 1984, Wu ez alir, 1991, Hall & Ahmad, 1992,
Yean er alii, 1994). Em algumas unidades de produ¢Bo de surimi existem sistemas de
microfiltragio e ultrafiltracdo para reutilizagio da agua na etapa seguinte, mas muitas vézes este
material é descartado. Parte dos solidos solliveis perdidos nestas fragdes podem representar
proteinas miofibrilares de alta funcionalidade e que devem ser recuperados, caractenzados e
reutilizados para agregar valor, ac mesmo tempo gue com a recirculagic pode-se poupar agua
(Lin ef alii, 1995). Spinelly & Koury (1970) compararam 4 tipos de fosfatos complexos, sob
condicBes acidas, para precipitagiio das proteinas sarcoplasmaticas. O hexametafostato de sodio
(HMP) foi o que proporcionou mator recuperacio. Foram comparados os indicadores desta
proteina e com tratamento posterior com isopropanol (IP). O PER foi 4,0 para a proteina
complexada com HMP (caseina 3,11), e de 3,82 para a amostra HMP/IP. O teor de lisina

disponivel foi de 6,7g e 6,5g em 100g de proteinas, respectivamente.

Entre os métodos para recuperagiio destas proteinas estio: ajuste de pH, calor, agentes
complexantes, eletrocoagulacio, ultrafiliracdio, e flotag8o. Yean er afii (1994) utilizaram este
material para a incorporacdo em biscoitos (“keropoc”). Incorporagdo de até 40% ndo alterou

aparéncia, cor ¢ a crocancia. Para incorporagio superior a 10% houve alteracio de odor.
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2.5 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS PROTEINAS

Propriedade funcional € uma propriedade fisico-quimica que afeta o processamento ¢ o
comportamento de proteinas em um sistema alimentar, julgada pelos atributos de qualidade do
produto final. As propriedades funcionais sio as varias caracteristicas que a proteina hidratada
transmite ou com a qual contsibui em um produto alimenticio: solubilidade, hidrofobicidade,
capacidade de absor¢fio e retenciio de agua e de 6leo, viscosidade, capacidade emulsificante, ¢

formacdo de géis e espumas.

O terme "funcionalidade” aplicado as proteinas estd relacionado as propriedades ndo
nutnictonais  (fisicas, quimicas, e estruturais/conformacionais) incluindo: tamanho, forma,
seqiiéneia e  composigio  de  amino  Acidos, carga e sua  distrbuigio, relagdo
hidrofobicidade/hidrofilicidade,  estrutura  secundaria, terciaria e quaternaria e a
nigidez/flexibilidade da proteina em resposta a estimulos externos que influenciam na utilidade de
um ingrediente em um alimento. A maior parte das propriedades funcionais influenciam o carater
sensonial de um alimento, em especial a textura (Kinsella, 1976; Borderias & Montero, 1988,
Smith, 1988, Damoradan, 1989, Mahmoud, 1994; Vodjani & Whitaker, 1994). Trabalhos de
revisio analisam diversos aspectos da funcionalidade das proteinas (Kinsella, 1976; Halling, 1981,
Morrissey et alii, 1987, Parker & Krog, 1987, Borderias & Montero, 1988, Cheftel er alii, 1989,
Damodaran, 1989, Giese, 1994, Vodjani & Whitaker | 1994, Xiong, 1994, Whitaker, 1995). A
revisdo efetuada por Smith (1988) refere-se especificamente a funcionalidade de proteinas da

carne obtidas por cominuicio.

Hirose, 1993, descreveu a ocorréncia de um estado parcialmente enovelado, intermediario
entre 2 forma nativa ou desnaturada de proteinas globulares. O estado intermediario (“molten
globule state™) se forma em condi¢Bes de desnaturagio reversivel, e segundo o autor, explica a

conformagdo molecular das proteinas envolvidas com propriedades funcionas.

As propriedades funcionais podem ser alteradas por condigbes de processamento;
hdrélise, metodos de purficagiio; fatores ambientais (forga idnica, constante dielétrica, pH,
temperatura, viscosidade, solvente, cations di e trivalentes), oxidagdo de grupos SH. adicio de
proteinas de carga oposta e interagiio com outros componentes do alimento. Os métodos para
modificar a funcionalidade das proteinas incluem: aumento da solubilidade, protedlise controlada,

modificagdes no ponto isoelétrico, modificagdes quimicas de residuos de cadeias laterais de
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proteina, oxidagdo de grupos SH, adicdo de sais, modificacbes na viscosidade, estabilidade e
hdrofobicidade, substituigio de um ou mais residuos de aminoacidos, e variacdes no tamanho da
proteina por ligagdes cruzadas intercadeia. No caso de hidrolisados, as propriedades funcionais
sfo influenciadas também pela especificidade da enzima proteolitica, natureza da proteina original

e das condigBes de hidrolise. Os eventos mais importantes, decorrentes da hidrolise, sdo: (a)
aumento no nimero de grupos ionizaveis - COO’, e NH, com concomitante aumento da
hidrofilicidade e da carga liquida, (b) diminuicdo do tamanho molecular, ¢ {¢) modificacio da
estrutura molecular expondo grupos hidrofobicos do intertor da molécula (Borderias & Montero,
1988, Mahmoud, 1994, Vodjani & Whitaker, 1994; Whitaker, 1993, Panyam & Kilara, 1996).

As propriedades funcionais das proteinas podem ser classificadas em trés grupos
PINCIpais: |

a) propriedades de hidrataclio (dependentes das interacGes proteina-agua). absorgdc e
retengdo de agua, suculéncia, adesividade, dispersibilidade, solubilidade e viscosidﬁde;

b} propriedades dependentes da intera¢io proteina-proteina: precipitacdo, geleificagio,
associagfo, agregacido, coesdo, ¢ adesividade,

¢} propriedades de superficie (interfacial). hidrofobicidade, tensfio superficial,

emulsificacio, e capacidade de espumar.

As propriedades funcionais mais importantes em relagBo aos sistemas musculares € que
fmpactam na qualidade do produto final sfo: adsorglo e retengdo de agua, solubilidade;
entumescimento; viscosidade, atividade de superficie, coesdo-adesdo, geleificagio e elasticidade

{(Morrissey et alii, 1987).

Deve-se assinalar que algumas das propriedades funcionais dependem de mais de uma
caracteristica: a geleificacio, a viscosidade e a solubilidade dependem da interagdo proteina-
proteina, e da interacdo proteina-dgua, A emulsificagio depende da solubilidade, ludrofobicidade,
¢ do tamanho molecular. As propriedades hidrodindmicas sdo fundamentalmente afetadas pelo
tamanho, forma e flexibilidade das proteinas, enquanto que as propriedades de superficie
relacionam-se as caracteristicas hidrofobicas, hidrofilicas, eletrostaticas e estéricas, e portanto da

composiclo e distribuicio de aminoacidos, e conformacio (Damodaran, 1993).

A determinac3o sistematica das propriedades funcionais das proteinas requer a

padronizagdo de metodos para que dados obtidos por diferentes autores possam ser comparados.



19

Muitos dos métodos existentes sdo empiricos, de baixa reprodutibilidade e nem sempre descrevem
os fendmenos fsico~-quimicos que se quer estudar. Nem sempre existe concorddncia entre 0s
autores sobre que fendmeno esté sendo efetivamente mensurado sobre a validade da forma de
acessar determinada propriedade funcional. Muitos trabathos falham em buscar correlagio emire
os resultados obtidos para mais de uma propriedade, ou por ndo apresentarem tratamento
matematico dos dados. A complexidade da matriz alimentar, quando ndo se trabatha com proteina
isolada, acarreta interagdes que so fatores complicadores para interpretagio dos resuliados. Por
isto, nem sempre o resultado obtido com proteina isolada pode ser extrapolado para sistermnas

alimentares.

2.5.1 Propriedades de hidratacio

Absorcio e retencio de agua

As propriedades hidrofilicas sio expressas em termos de solubilidade ou dispersibilidade
das proteinas, ¢ as lipofilicas em termos de hidrofobicidade. Moléculas de proteinas orientam seus
segmentos hidrofilicos em relaglo a fase aquosa, € 03 lipofilicos em retagdo 4 fase de éleo em uma
emulsdo. Desta forma, a propriedade fisico-quimica que descreve a afinidade da proteina pela
agua na interface, pode ser a capacidade de absorgio espontinea de agua, mals que propriamnente
2 solubilidade. O mesmo ocorre em relacio a interacio lipofilica, que seriz determinada pela

capacidade de absorgio espontinea de Oleo (De Kanterewicz ef afif, 1987).

A conformacdo de uma proteina em solugio depende basicamente de sua nteracdo com a
agua. Em relagio a proteina, a agua pode estar "livre” ou "ligada”. A agua constitucional esta
associada & proteina através de pontes de hidrogénio, e tem como funcdo estabiliza-la. O segundo
nivel de associagiic constitui a monocamada {monocamada de BET), uma camada hidrodinamica,
adsorvida em sitios especificos da proteina (cadeias laterais polares), awravés de pontes de
hidrogénio ou de interagdes dipolo-dipolo. Nao esta disponivel como solvente. A esta
monocamada seguem-se sucesstvas camadas (multicamadas) em torno da proteina, hgadas umas
as outras através das mesmas interacdes acima citadas. Segue-se a agua retida fisicamente (por
capilaridade) nos "poros” dos alimentos umidos. mais ou Menos geleificados (queilo, came). Este
nivel representa a agua livre, disponivel como solvente. A medida que aumenta ¢ teor de agua do
alimento. a esfera de hidratacio aumenta e afeta a conformagio da proteina em solugdo. Sio

empregados diversos termos para expressar a guantidade de agua associada a proteina: sor¢do:
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hidratacio e umidade de equilibrio (Kinsella, 1976, Morrissey ¢f alii, 1987, Trout, 1988, Chefiel
et alii, 1989}

Trout (1988) publicou um trabalho de revisdo sobre a metodologia para medir a
capacidade de retengdo de dgua em tecido muscular. Enire os métodos para esta finalidade estdo
prensagem, centrifugaciio, sucgio capilar, e ressonancia nuclear magnética. O autor ressaltou a
importdncia da escolha do método adequado, para evitar conclusdo errGnea acerca do fendmeno

que esta sendo medido.

Selunbifidade

A solubilidade em sistemas aquosos ¢ um pré-requisito para a maioria das propriedades
funcionais, mas por si s ndo garante esta funcionalidade. A solubilidade das proteinas ¢ afetada
pela presenca de sais neutros. Kumosinski & Farrel, (1993) consideram gque o tratamento deste
efeito ndo deve ser apenas qualitativo, conforme descrito, e expds um método quantitativo
usando a Teoria da Ligagdo Termodinimica de Wyman's aplicada ao perfil de solubilidade das
proteinas do leite em presenga de calcio, mostrando o envolvimento de grupos fosfato e de

garboxilato.

Muitas das propriedades funcionais das proteinas, incluindo a habilidade de formar géis,
estabilizar emulsdes € espurnas, dependem de sua solubilidade. A solubilidade da proteina em um
sistema de multicomponentes ¢ de grande importancia na escotha de metodos para produgio de

isolados protéicos, fracionamento de proteinas e punificagio.

A solubilidade depende de numerosos fatores, incluindo a proporgao de grupos hidrofobos
e hidrofilos na molécula. A medida que as moléculas protéicas aumentam de tamanho, diminui a
relaciio grupos hidrofilicos/hidrofobicos ¢ consequentemente a solubilidade. Enguanto o volume
das moléculas aumenta ao cubo de seu raio, a superficie cresce ao quadrado, o que aumenta
ligeiramente a possibilidade de grupos polares se situarem na superficie, ou seja, a solubilidade da
proteina decresce inversamente ao seu volume. As variagdes de pH modificam a iomzagio e a
carga liquida da proteina, alterando as forcas de atragéo e repulsdo entre as proteinas e 4

associagio com a agua (Borderias & Montero, 1988).
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Do ponto de vista termodinimico, a solubilizacdo corresponde 4 uma dissociagio
simultdnea das moléculas do solvente e das moléculas de proteinas. Ocorre, entdo uma dispersdo
com uma superficie interfacial de maximo comtacto entre a proteina e ¢ solvente atraves de
interacbes como pontes de hidrogénio, inferagles idnicas e dipolo-dipolo. Os fatores que
modificam a solubilidade sdo os mesmos que afetam a retencéo de agua (Kinsella, 1976, Chefiel
et alii, 1989; Hall & Ahmad, 1592}

A medida da solubilidade pode ser efetuada por diferentes métodos: nitrogénio solavel em
agua; proteina soluvel em agua; indice de solubilidade da proteina, indice de solubilidade de
nitrogénio; ou indice de dispersibilidade da proteina (Hall & Ahmad, 1992). Normalmente esta
determinaciio envoive a dispersiio da proteina em agua, agitagdo sob condigBes controladas de
pH, temperatura e forca ifnica e centrifugagio, determinando-se o nitrogénio na fragao soluvel
através do meétodo de Kjeldahl, ou mediante a determinagio de proteinas através de meétodos
espectrofotométricos. O método de Morr er alii (1985) € o resuitado de um estudo colaborativo
para determinacdio desta propriedade, ¢ considera a solubilidade, ¢ nfo a dispersibilidade da

proteina, uma vez que a centrifugagdo ¢ realizada a alta velocidade.

Viscosidade

O entumescimento a0 se preparar uma dispersdc de proteina, causado pela absorgdo
espontinea de Agua € conseqiiéncia da hidratagao proteica e reflete o afrouxamento da estrutura
nrotéica devido ao aprisionamento de agua na matriz polipeptidica, o que ocasiona varnagdes nas
propriedades hidrodindmicas que se refletern no espessamento da solugdo, e conseqiiente aumenio
da viscosidade. A viscosidade de um fluido reflete sua resisténcia ac fluxo. O termo viscosidade ¢
empregado para fluidos Newtonianos. No caso de liquidos ndo Newtonianos, a viscosidade a uma
determinada taxa de deformagio ¢ chamada viscosidade aparente. Devido a variagbes na forma,
tamanho ¢ flexibilidade e as interagbes proteina-proteina e proteina solvente, as proteinas
geralmente exibem caracteristicas de fluido nio Newtoniano. A maioria das solugoes de proteinas
apresentam comportamento pseudoplastico, ou seja a medida gue aumenta a taxa de deformacéo,
ocorre decréscimo da viscosidade aparente. A viscosidade e a consisténcia dos sistemas proteicos
sio propriedades funcionais importantes em alimentos fluidos como bebidas, sopas € cremes

(Morrissey e alii, 1987, Borderias & Montero, 1988; Cheftel ef alis, 1989, Xiong, 19%4)
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O didmetro aparente das moléculas ou particulas dispersas € o fator que mais afea o
comportamento viscoso dos fluidos. Este, por sua vez, depende de uma séne de caracteristicas: a)
mirinsecas da molécula de proteina como massa, tamanho, volume, estrutura, assimetria
molecular, cargas elétricas, facilidade de deformagdo; b) fatores externos como pH, forca idnica e
temperatura, ¢} interacdo proteina-solvente, que afeta o entumescimento, a solubilidade ¢ a esfera
de hidratagio hidrodindmica;, e d) interagles proteina-proteina que afetam o tamanho das

particulas.

O coeficiente de viscosidade aumenta exponencialmente com a concentragio protéica
devido as interagOes proteina-proteina. Varacdes de pH, forca 1dnica, temperatura, bem como a
adigio de ions calcio, agentes redutores ou oxidantes ou outros reativos que afetem as ligagSes de
mdrogénio ou pontes dissulfeto podc;,m modificar profundamente a viscosidade de solugdes de
proteinas. As cadelas laterais de aminoacidos também afetam a viscosidade da solugdo de
proteina, ¢ de forma diferente para proteinas globulares ou em hélice, especialmente em fungio do
pH do melo. Desta forma, o estudo das propfie_dades de fluxo sob diferentes condigdes
proporciona informagdes sobre a estrutura molecular da proteina (Borderias & Montero, 1983,

Cheftel et alii, 1989; Hall & Ahmad, 1992; Ma, 1993; Xiong, 1594).

A clivagem de ligagBes peptidicas reduz drasticamente a viscosidade e a capacidade
geleificante. Este fato permite a utilizagio de hidrolisades de alto GH na formulagio de
suplementos ricos em alta densidade de proteinas, como os consumidos por atietas, sem afetar
suas propriedades de fluxo, e favorece a secagem por “spray drying” (Ma, 1993, Frokjaher, 1994,
Mahmoud, 1994).

2.5.2 Propriedades de superficie

Muitas das propriedades funcionais e moleculares das proteinas estdo relacionadas ao
conteiido de aminoacidos hidrofilicos e hidrofobicos. As caracteristicas fisicas e guimicas da
superficie da proteina e a termodinamica de sua interagdo com o meto ambiente sdo mais
importantes que a hidrofobicidade média ou a fregiiéncia de carga. Duas proteinas com mesma
hidrofobicidade e mesma freqiéncia de carga exibem diferentes caractensticas de solubilidade
dependendo de sua seqiiéncia de aminoacidos e consequente arranjo espacial. Normalmente nas

proteinas globulares os aminoacidos polares estio orientados para a superficie e os hidrofobicos



para o Intenor da molécula. As propriedades funcionais de superficie mais importantes sio a
hidrofobicidade, capacidade emulsificante e a capacidade de formar espumas, as quais estdo
relacionadas com a hahilidade das proteinas de diminuir as tensdes entre a fase hidrofilica e

hidrofobica de um alimento (Borderias & Montero, 1988).

Hidrofebicidade

Em um trabalho pionero, Bigelow (1967) calculou o valor da hidrofobicidade meédia de
150 proteinas, com base na energia livre de transferéncia de cadeias de aminoacidos de um meio
ambiente orginico (etanol) a um ambiente aquoso e sugeriu a aplicagdo deste parameiro
estrutural ma quimica de proteinas. Devido a estrutura secundaria e terciania, os residuos
hidrofobicos ndo  estdo todos expostos & superficie e a hidrofobicidade da proteina
(hidrofobicidade de superficie - Sp) pode ser menor que a soma das hidrofobicidades dos
amincéacidos (hidrofobicidade total). Como os peptidios sfio menores. € o enovelamento €
limitado, estes valores sio mais proximos. Existem evidéncias de que a hidrofobicidade mostra
boa correlagiio com tensdo superficial, tensdo interfacial e atividade amulsificante, mas nem
sempre com a insolubilidade. A hidrofobicidade pode variar como conseqiiéncia de tratamento
térmico e da proteolise. As condigdes de hidrolise, e a especificidade da enzima afetam a
hidrofobicidade, e conseqiientemente as propriedades interfaciais (Kato ¢f alii, 1983, Havakawa
& Nakai, 1985; Hall & Ahmad, 1992; Panyam & Kilara, 1996).

De uma forma geral, a hidrélise diminut a hidrofobicidade proporcionalmente ao aumento
do GH (Quaglia ¢ Orban, 1990} Para baixos graus de hidrohise ha um aumento da
hidrofobicidade em decorréncia da exposigiio de grupos hidrofdbicos do mteror da molécula de
proteina, que favorece a adsorcdo na interface, formando um filme coestvo interfacial, no qual os
residuos hidrofébicos interagem com o oOleo, e os hidrofilicos com a agua. Este aumento €
influenciado pela especificidade da enzima, porque esta determina o tamanho molecular e ¢ tipo
de aglomerados de residuos hidrofobicos em distintas zonas ou regides, que permitem ao peptidio
adsorver eficientemente na interface. Assim, enzimas como a tripsina. que chiva ligagdes
peptidicas no lado carboxilico de aminoacidos basicos como lisina e arginina, onginam
aglomerados de residuos hidrofobices. Por outro lado. a qumotripsina que hidrolisa hgacles de
residuos  arormaticos como tirosina, triptofanc, ¢ femlalamina, rompe estes aglomerados,
originando peptidios com menor capacidade emulsificante (Turgeon e afii, 1992, Mahmoud,
1964}
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Entre os metodos para determinaglo de hidrofobicidade, estd o método fluorimétrico que
utthza o acdo  cis-parinarico  (CPA), um  acido  graxe  poliinsaturado,
{CH:CHCH=CHCH=CHCH=CHCH=CH(CH,)»COOH), que apresenta fluorescéncia (Kato &
Nakai, 1980; Li-Chan er alii, 1985). Para Nakai {1983), ¢ razoavel que a hidrofobicidade medida
por este método guarde boa relagdo com a capacidade espumante e emulsificante, uma vez que as
proteinas hidrofobicas migram rapidamente para interface, diminuindo a tensdo interfacial e
facilitando a formagio de espumas e emulsdes. Este método mede a hidrofobicidade alifatica. O
método do acido 1-anilino-8-naftalenosulidnicoe ({ANS), também fuorimétrico, mede 2
hidrofobicidade aromatica (Hayakawa & Nakai, 1985). Para esies autores a hidrofobicidade
aromatica desempenha papel muito mais importante na solubilidade que a hidrofobicidade
alifatica. O ANS ¢ composto de anéis aromaticos. Nakal er afii (1580) mediram a solubilidade de
42 amostras de proteinas ¢ ndo encontraram correlagdo entre a soiubilidade e a hidrofobicidade
medida pelo CPA, mas sim com ANS, sugerindo que a hidrofobicidade aromatica desempenha um
papel mais importante gue a alifitica na solubilidade da proteina. A hidrofobicidade total pode ser

determinada através da ligagiio com SDS (Kato ez afii, 1984).

Formacio de emuisdes

Emulsdes sdo misturas de substincias tmisciveis, termodindmicamente estavels. Quando
dgua e lipidios sio misturados existe uma forga que limita o contacto entre ambos, ocasionando
separaciio de fases. Moléculas que sdo parciaimente solUveis em ambas as fases podem diminuir a
energia interfacial e estabilizar as particulas dispersas. As proteinas so capazes de se difundir na
interface e funcionar como emulsificantes. Uma barreira energética para a associagio e separagio
de fase de ambas as particulas faz com que se forme uma camada de proteina na interface
agna/lipidio. A proteina estabiliza a emulsdo através da estruturagio ordenada de moleculas de
dgua resultando num contacto minimo de grupos hidrofobicos com a agua. A adsorgdo das
proteinas na interface ocorre em trés estagios: a proteina nativa se difunde as regides de contacto,
onde penetra, sofrendo desnaturagio de superficie. A proteina adsorvida se rearranja para onginar
um estagio de minima energia livre por inserir seus residuos hidrofobicos na fase oleosa. Isto
resulta na formagio de um filme de proteina ao redor do globulo de gordura. A formagio de um
gel pseudoplastico composto de proteina ou de proteina com carbowdrato estabiliza a emulsio,

Emulsdes estudadas com proteinas alimentares sio geralmente de oleo em agua (Kinsella, 1976,
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Borderia & Montero, 1988; Cheftel ef alii, 1989, Mangino, 1993, Petruccelll & Afion, 1994,
Panyam & Kilara, 1996).

A adsorcio de proteina na superficie da gordura, a gual pode ser induzida por
emulsificagiio lipidica ou por promover a distribuigio da gordura dispersa, € o mais importante
mecanismo de estabilizacio de emulsdes em sistemas alimentares coloidais. Espalhada
rapidamente sobre a superficie, a cobertura de proteina previne a coalescéncia das goticulas de
gordura através de repulsdo eletrostatica e mpedimento estérico. A importéncia relativa da
contribuicio de cada um destes mecansmos para prevenir a coalescéncia depende da extensao da
cobertura protéica e de fatores como pH da emulsdo ou forca inica. Baixa forga idnica ¢ valores
extremos de pH acentuam a importancia relativa do efeito de repulsdo eletrostatica entre goias de
gordura revestidas de proteinas. O impedimento estérico € menos sensivel a estes fatores
ambientais, e pode ser o fator determinante para estabilizacdo no caso de proteinas que originam
coberturas mais volumosas. A presenca de polissacaridios pode atuar sinergisticamente

amplificando o efeito estérico (Jost, 1993).

No ponto isoelétrico, ou submetidas a certas forcas idmicas a maioria das proteinas
apresenta minima capacidade emulsificante uma vez que adotam estruturas compactas dotadas de
clevada viscoelasticidade, o que impede o desenovelamento ¢ extensfo necessaras a
emulsificacio. Este efeito favorece a estabilidade da emulsdo, pois a desestabilizagio da emulsio

é precedida de deformagio ou desorcio da pelicula interfacial.

A solubilidade € outro fator importante uma vez que a proteina necessita se difundir na
interface e se adsorver. Moléculas flexiveis, cormo a B-casemna exercem esta fungdoc com mator
facilidade que moléculas compactas como as da soja (Borderias & Montejane, 1988). Resultados
contraditérios podem ser enconirados no gue se refere a importdncia da solubilidade para a
capacidade emulsificante, os quais ressaltam a importancia da hidrofobicidade sobre a solubilidade
(Nakai, 1983). Kato & Nakai (1980) foram oS primeiros a reportar correlagdo entre
hidrofobicidade de superficie ¢ atividade emulsificante. Esta observacao foi confirmada em outros
estudos (Kato er afii, 1983; Nakai, 1983, Li-Chan e alii, 1984}, De acordo com Voutsinas ef alii
{1983), guando a solubilidade diminui por desnaturacio térmica. a hidrofobicidade e a
solubilidade tornam-se fatores determinantes no controte da emuisificacio de protemnas

desnaturadas.
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O valor do limiar de emulsificagio corresponde a menor concentragdo de uma solugdo de
proteina na qual a fase ndo polar niio se separa mediante centrifugagdo branda. Este valor define a

habilidade de uma proteina de formar camadas de adsorgdo.

Uma das funcdes mais importantes das protemas musculares ¢ formar uma camada
protéica na interface agua/lipidio em emulsdes de carnes cominuidas. As proteinas solivels em sal
sd0 as mais importantes na formagfo de filmes interfaciais £ encapsulamento de particulas. A
capacidade  emulsificante = das  proteinas  musculares  obedece  a seqiéncial
miosina>actomiosina>proteinas sarcoplasmaticas>actina, em solugdio 0,3M de NaCl (Morrissey ef
alii, 1987).

De Kanterewicz ef alii (1987)‘pmpus§_mm a utilizacio de um indice baseado na
determinagdo da absor¢io espontinea de Oleo e de agua (IAAO), parg predizer a capacidade
emulsificante das proteinas alimentares. O indice descreve o carater hidrofilico/hidrofobico da
proteina, A méxima capacidade emulsificante foi verificada quando IAAO era proximo de 2.
Posteriormente, Elizalde et afii (1991) concluiram que proteinas com baixa capacidade de
absorgdo de agua e baixo IAAQ ndo formam emulsbes estaveis. Em um trabatho mais recente
(1996), estes autores estudaram o efeito do pH nas caracteristicas hidrofilicas/lipofilicas € nas
propriedades emulsificantes de isolado e hidrolisado protéico de soja. Constataram que a
capacidade emuisificante para o isolado foi maxima a pH 5.5 (proximo ac ponto isoelétrico - pl).
O hidrolisado mostrou atividade emulsificante maxima a pH 3.0 A medida que o balango
hidrofilico-lipofilico alcangou valores mais baixos, em decorréncia do pH. aumentou a capacidade
emulsificante, sugerindo que uma hidrofobicidade relativamente alta € necessaria para aumentar a
capacidade emulsificante das proteinas de soja. O efeito do pH na estabilidade da emulsio fol
inverso do verificado para atividade emulsificante. Proximo ac ponto isoelétrico as interagdes
estérica e eletrostatica diminuem, favorecendo a aproximagao das goticulas de gordura. O efeito
do pH na estabilidade da emulsdo mostrou correlagdo com 4 capacidade de absorglio de agua,
indicando que a alta hidratagio do filme interfacial ¢ necessaria para prevenir “‘creaming’ €

floculagiio (Elizalde es alii, 1996).

Nio existe nenhum método de aplicagdo geral quando se trata de avaliar a propriedade
emulsificante. O método de Pearce & Kinsella (1978} ¢ o mais utilizado. Cameron ¢/ alii {19913,
propuseram uma corre¢do na formula de caleulo, na qual se considera o tamanho das gotas de

&leo. Também nio existe uniformidade na avaliacio da estabilidade da emuls3o. A centrifugacio a



alta velocidade ndo reproduz o mecanismo de desestabilizacfo da emulsdo sob condicdes normais,
no qual o tamanho da gota de oleo € particularmente imporiante. Assim, Sherman {1995) sugere a
medida do tamanho médio da gota usando feixe de laser, ou & determinagio da temperatura da

inversdo atraves de metodos como calorimetria diferencial de varredura.

Formacio de espumas

Espumas 380 sistemas coloidais nos quais € essencial o desenvolvimento de uma rede
bidimensional, que consiste na dispersdo de um gas em uma fase liquida continua. A fase continua
contém substdncias que baixam a tensdo superficial e formam uma barreira protetora que evita a
coalescéncia e ruptura da bolha. A protecdo € proporcionada pela viscosidade e elasticidade do
filme poliménico ao redor da bolha de gas. Para ser um bom agente formador de espuma, 2
proteina deve: (a) absorver rapidamente na interface ar-agua durante a batedura; (b) sofrer rapido

arranjo € rearranjo na interface; e (¢) formar um filme coestvo viscoelastico.

O estudo deste fendmeno em nivel molecular tem sido feito especialmente utihizando B-
lactoglobulina (Vodjani & Whitaker, 1994) e a compreensio dos eventos permite predizer a forga
do filme ¢ a estabilidade da espuma. A obtengfio e exploragdio comercial de filmes de proteinds €
bastante promissora, mas devido a complexidade de sua estrutura ¢ dificil predizer seu

comportamento.

Trés fatores devem ser considerados em relagio & capacidade espumanter poder
espumante {mede a quantidade de espuma formada num tempo determinado); a estabilidade da
sspuma (volume de espuma em repousc em um dado tempo) e & consisténcia ou densidade da
espuma. Estes indices estdo associados a qualidade da propriedade funciomal da proteina
{Kinsella, 1976; Borderias & Montero, 1988; Cheftel e7 afii, 1989, German & Phillips, 1993,
Giese, 1994, Panyam & Kilara, 1996).

A formacio de espuma requer a difusdo das proteinas soluveis aé a interface aragua,
onde devera se desenovelar, concentrar-se ¢ estender-se rapidamente para baixar 3 tensdo
superficial. Para estabilizar a espuma as propriedades requeridas das proteinas sdo diferentes das
necessarias & sua formacdo. Para isto é necessaria a formagdo de uma pelicula proteica
impermeavel 40 ar, espessa, elastica, coesa ¢ continua em tormo de cada bolha. Proteinas

globulares de peso molecular elevado produzem espumas mais estaveis e com boas propriedades
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reclogicas de superficie. As interagBes moleculares presentes incluem: pontes de hidrogénio,

interagdes hidrofobicas e interagdes eletrostatcas (Kinsella, 1976, Borderias & Montero, 1988).

Para avahar a capacidade espumante, o gas pode ser incorporado através de processos de
agitagdo, borbulhamento de gas (CO., ar, NO; ou No), ou batedura. O método de batedura
reproduz com mais fidelidade os eventos no processo industrial. O volume e as propriedades da
espuma variam com ¢ métado e o equipamento usado para sua preparagio. O tipo de recipiente,
o tipo e desenhao das pas, e a velocidade de batedura sfo condigdes que precisam ser padronizadas
porque esta vaniabitdade dificulta a interpretacio e a comparagdo de resultados (Patel & Fry,
1987, Patel er alii, 1988, Phillips ef afii, 1987,1990). A medida da estabilidade da espuma {117}
representa estagios de desestabilizagio da espuma. Reflete um estagio inicial de desestabilizagiio e
descreve a capacidade da proteina de se difundir na nterface e ser absorvida lentamente,

estabilizando as boihas de ar logo apos a sua formagdo (Monteiro & Prakash, 1994).

A protedlise parcial melhora s capacidade espumante, mas diminui z estabilidade.
Hidrolisados apresentam ampla superficie de absorcio na regido na qual a equacdo de Gibbs,
pode ser aplicada.

A = ¢ RT{do.dc),

onde: A, R e T sdo a quantidade de soluto absorvido, 2 constante dos gases (8,314 x 107
erg.mol’. K') e a temperatura absoluta, respectivamente. o ¢ a tensdo superficial ¢ ¢ a
concentracio de soluto. A estabilidade da espuma pode estar correlacionada a regiio hidrofobica
externa {sob a superficie das moléculas) que sho formadas e estabilizadas atraves de pontes
dissuifeto intramoleculares. Por outro lado, a estabilidade da espuma nio deve estar relacionada a

estrutura secundaria nem ao total de aminoscidos hidrofobicos (Kilara, 1983).

Patel er alii (1988) na Europa e Phillips et alii (1990) nos Estados Unidos, realizaram
estudos colaborativos para padronizar a determinacio da capacidade de formacio de espuma ¢ da
estabilidade da espuma. Do primeiro estudo participaram seis laboratorios e do segundo, nove.
Patel ef alif (1988) trabalharam com um tipe de batedeira, Phillips et alii (1990} analisaram a
influéncia de seis diferentes tipos de batedeiras. Os resultados de ambos os estudos ndo sdo

comparaveis, por serem conduzidos com proteinas diferentes ¢ enfatisando diferentes aspectos.

Guitherme e¢r afii (1993) desenvolveram equipamentc para estudar a formacgdo e

estabilidade de espuma através de imagens de video, que associa condutividade e analise de
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imagens de video. As cAmeras est3o acopladas a um dispositivo transparente dotado de sistema
para borbulhamento de ar ¢ eletrodos para medida da resisténcia elétrica. Todo o processo ¢
controlado por computador. Este sistema fornece informagles complementares por mostrar
diferencas na aparéncia da textura e na evoluglo da espuma com o tempo, mas até o momento

ndo informa sobre o mecanismo de formagio de espuma e desestabilizago.

2.5.3 Avancos tecnolégicos

O valor tecnolégico das proteinas depende de suas propriedades nutricionais e funcionais.
Uma série de processos estdo disponiveis para melhorar as propriedades funcionais, de modo a
permitir a atender necessidades especificas. Avangos expressivos na melhoria da quaihdade
nutricional e de propriedades funcionais das proteinas podem ser conseguidos através de técnicas
de DNA recombinante. A biotecnologia promete mudar os alimentos, ¢ que tera um Impacto
significativo sobre a cadeia alimentar, do ponto de vista de melhoramento genético ammal ¢
vegetal, produgdo de ingredientes, e modificacdes nos alimentos existentes com vistas ao
melhoramento nutricional e funcional (Vodjani & Whitaker, 1994; Goodenough, 1995, Whitaker,
1993).

Do ponto de vista pratico, Venugopal & Shahidi (1995} propuseram a utilizagio de
técnicas como fermentagio, extrusdo, hidrdlise, elaboragdo de concentrados, e outras
possibilidades biotecnolégicas para o aproveitamento de gspécies de peixes sub-utilizadas,
pertencentes aos cefaldpodas, mesopelagicos, sub-produtos da pesca de camarBes, enfim espécies
que sio dificies de preparar de forma convencional, mas que constituem importante aporte de

proteina para alimenta¢do humana.

2.6 MODIFICACOES ENZIMATICAS DE PROTEINAS - PRODUCAQO DE
HIDROLISADOS

2.6.1 Mecanismos e aplicages

A modificacio enzimitica das proteinas dos alimentos € uma técnica MUito antiga,
utilizada para methorar a palatabilidade e estabilidade no armazenamento de fontes proigicas:
fabricacio de gueijos na Franga, de mothos de soja no Japéo. "sofu” na China, "oncom”
{amendoin}, "temph” (soja) e "bongkrek" (coco) da indonésia, “papadam” (gréc de bico) na India

e "dawadawa" (feijio locusta) na Nigéria {Adler-Nissen, 16853
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Desde 1940 os hidrolisados protéicos s&o utilizados com finalidades médicas para
manutencio do estado nutricional de pacientes impossibilitados de digenir proteinas, mas foi na
década de 70 que se manifestou expressivo crescimento, o qual tem aumentado 2o longo dos
{ltimos anos, quer por seus aspeclos autricionais e clinicos, como pela melhoria das propriedades

funcionais das proteinas,

Adler-Nissen (1983) apresentou uma revisdo exaustiva da evolugio da aplicacio da
hidrolise de proteinas em alimentos, passando por areas sradicionais como a fabricagio de queijos,
amaciamento de carnes, maturagio e autolise de pescado e & produgdo de extratos de levedurs,
amaciamento do gliten, e prevengdo de turvagio quimica da cerveja pelo resfriamento. Discutiu 2
utilizagio de proteases para fins néo alimenticios: manufatura do couro € da gelatina, fabricacdo
de detergentes, dissolugdo de coagulos sangiiineos e em medicina legal para digestdo de tecido
humano para pesquisa de venenos e/ou medicamentos, adigao de hidrolisados protéicos de
gelatina a xampus, fabricagdo de hidrolisados protéicos para aplicacdo em meios de cultura para

fermentacdo, e a hidrolise de proteinas para o estudo de sua composigio aminoacidica.

A hidrolise pode ser catalisada por 4cidos, bases, ou enzimas. A hidrolise acida ou aiédﬁm
& totalmente inespecifica e pode destruir aminoacidos como o triptofano, lisina, treomna, € causar
a racemizacio da maioria dos aminoacidos, comprometendo o valor nutricional da proteina. A
catalise enzimatica permite que se recupers o catalisador, que se trabalhe sob condigGes brandas,
sem que ocorram perdas do ponto de vista nutricional, previne a formago de reagdes colaterals
indesejaveis, ¢ especiaimente devido a especificidade enzimatica. Por outro lado, por se tratar de
reaciic enzimatica, uma sére de variaveis devem ser controladas para se obter resuitados
confidveis: pH, temperatura, 1empo de hidrolise, tipo e concentragdo de substrato;, relagdo
enzima/substrato; inativacdo enzimatica ao final do processo ¢ 0 método para determinacio do
grau de hidrolise (Mohr, 1980, Petersen, 1981, Fox er alii, 1982, Adler-Nissen, 1985, 1986,
Kilara, 1985; Hamada, 1991; Novo Nordisk, 1991ab, 1993ab,c; Blenford, 1994, Giese, 1994,
Lahl & Braun, 1994; Nielsen, 1995, Pommer & BFA Protein, 1995; Withaker, 1995; Panyam &
Kilara, 1996).

A escolha da enzima, relacionada 4 sua agao especifica sobre a proteina, ira mnfluenciar a
composicio dos produtos de digestdo. Nao existe especificagio precisa para diferenciar

hidrolisados do ponto de vista quimico. S350 considerados dois grandes grupos: a) extensivamente
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hidrolisado; e b) parcialmente hidrolisado, este de maior dificuldade de caracterizagio. Valores
superiores a 50, indicam produto altamente hidrolisado. A escolna da proteina a ser hidrolisada, o
sisteria enziméatico e o tamanho da cadeia peptidica obtida vdo determunar a apliicagle do
hidrolisado (Petersen, 1981; Fox es alii, 1982; Kilara, 1985, Gauthier es afii, 1986, Novo
Nordisk, 1991ab, 1095ab,c; Blenford, 1994; Gallagher ef alii, 1994, Gonzales-Tello er alii,
1994a: Lahl & Braun, 1994, Mahmoud, 1994; Schmid! ef alii, 1994; Pommer & BFA Protein,
1993, Panyam & Kilara, 1996).

A hidrolise controlada permite a obtengiio de produtos com caracteristicas adequadas a

uma dada aplicagiio:

a} produtos nutricionaimente modificados especialmente para nutricio enteral ¢ parenteral,
para criancas e para determinadas patologias como doenga de Hartnup, sindrome de Lowe,
cisteindiria, pancreatite, fenilcetonuria; sindrome do intestino curto, e outras (Kilara, 1985,
Arvola ef alii, 1992; Garcia & Sales, 1992; Hall & Ahmad, 1992, Medjad-Guillou et alii, 1992,
Monchi & Rérat, 1993, Babst er alii, 1993; Jiang er alii, 1993, Rudolf & Lémerdal, 1992,
Vandenplas er alii, 1993; Gonzales-Tello er alii, 1994a b, Blenford, 1994; Cordle, 1994, Frokjaer,
1994, Mahmoud, 1994, Schruidl er alii, 1994, Novo Nordisk, 1995¢; Panyam & Kilara, 1996);

b) implementacio de propriedades funcionais: inGmeros trabathos foram e estiio sendo
realizados para estudar o efeito da hidrélise de proteinas sobre as propriedades funcionais. A
relagdo entre o grau de hidrolise e melhoria das propriedades funcionais de hidrolisados proteicos
foi discutida por Petersen, 1981, Sikorski & Naczk, 1981; Fox e? alir, 1982 ; Kilara, 1985, Zeece
& Katoh, 1989; Blenford, 1994; Lahl & Braun, 1994, Mahmoud, 1994, Vodjani & Whitaker,
1994, Whitaker, 1995, e Panyam & Kilara, 1996, com inimeros exemplos. Pode-se verificar
melhora na:

« capacidade de formagdio de espuma {(Puski, 1975, Deeslie & Cheryan, 1988,1991; Mannheim &
Cheryan, 1992; Monteiro & Prakash, 1994, Althouse er alii, 1995; Shahidi e alii, 1995);

» capacidade emuisificante {Puski, 1975; Chobert et alii, 1988, 1989, Quaglia & Orban, 1990,
Hague & Mozaffar, 1992; Monteiro & Prakash, 1994, Shahidi ez alii, 1993},

e capacidade de retenciio de dleo (Haque & Mozaffar, 1992,

« absorcio de agua (Puski, 1975, Deeslie & Cheryan, 1988) e

o efeito sobre a hidrofobicidade (Quaghia & Orban, 1990, Mahmoud er alii, 1992)
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c) suplementacio e obtencio de noves produtos alimenticios (Sugimoto e alii, 1971; Yafiez
et alii, 1976, Beddows, & Ardeshir, 1979; Thankamma er alii, 1979, Mohr, 1980; Petersen,
1981 Fox ef alif, 1982; Mackie, 1982; Kilara, 1985; Shehata et alii, 1989, Yu & Tan, 1990,
Rebeca ef alii, 1991, Sugiyama et alii, 1991b; Shehata , 1992; Yu & Kaur, 199Z; Blenford, 1994,
Frokjaer, 1994; Mahmoud, 1994; Yu & Fazidah, 1994, Pommer & BFA Protein, 1995, Panyam &
Kilara, 1996);

d} componentes de sabor (Noguchi ef alii, 1975a,b; Kilara, 1985; Hall & Ahmad, 1992; Zhang
et alii, 1993; Blenford, 1994; Kawakami e7 alii, 1995; Nielssen, 1995; Novo Nordisk, 1995ab;
Pomumner & BFA Protein, 1995)

e) reducdo do potencial alergénico de alimentos (Businco ef alii, 1992; Leary, 1992, Lee et
alii, 1992; Hall & Ahmad, 1992; Mahmoud, er afii 1992; Pascual & Esteban, 1992, Walker,1992;
Matsuda & Nakamura, 1993; Vandenplas et alii, 1993; Siemensma ef alii, 1993; Cordle, 1994,
Martins, 1994},

£) destruicio de aflatoxinas (Williams & Dutton, 1988; Monteiro & Prakash, 1994);

g} inddstria de cosméticos (Pommer & BFA Protein, 1995).

Um dos problemas verificados na obtengio de hidrolisados protéicos € a ocorréncia de
peptidios amargos, especialmente aqueles contendo aminoacidos hidrofobicos (Kilara, 1985) ¢
como consegiiéncia, estes produtos eram considerados muito desagradaveis. Hidrolisados de
gelatina e albumina de ovo apresentam sabor mais brando, mas os de lactalbumina e caseina
apresentam sabor extremamente desagradavel. Este assunto tem sido alvo de intmeros trabathos
recentes (Minagawa, 1989; Tamura e alii, 1990; Matsuoka et alii, 1991, Tammoto et afii, 1991,
Roy, 1992; Tan et alii, 1993, Blenford, 1994; Pedersen, 1994).

Para reverter o problema, tradicionalmente utilizava-se a reagao da plasteina (Fox ef alii,
1982; Belitz & Grosh, 1988, Watanabe & Aray, 1988), mas pode-se controlar o grau de hidrolise,
e utilizar uma segunda etapa de reaciio empregando-se enzimas como aminopeptidases (Matsuoka
er alii, 1991, Tan ey alii, 1993); transglutaminases (Tanimoto ef alif, 1991); tratamento posterior

de um hidrolisado obtido com Alcalase™, com pancreatinag (Lalasidis er alii, 1978); extra¢@io dos
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peptidios amargos com solventes orgnicos (Chakrabartti, 1983, Lalasidis, 1978); producio de
peptidios acides de baixo peso molecular (<1000 kDa) de hidrolisado de peixe com pronase,
seguido de fracionamento em trocadores iGnicos (Fujimaki er afii, 1973, Noguchi er afii, 1975a);
e aditivos como amido gelatinizado, ciclodextrinas, leite desnatado, soja, gelatina, e aminoacidos
acetilados (Tamura ef alii, 1990). A redugdio do amargor de hidrolisado de sardinha foi efetuads
com leucina-aminopeptidase, aminopeptidase M e carboxipeptidase A {Sugiyama et alii, 1991c).
O amargor pode ser removido por cromatografia, adigdo de gelatina, ciclodextrinas, polifosfatos,
ou a adiclo de glicina, em fung@o de seu sabor doce, precipitagao a pH 4,5, passagem através de
resinas fendlicas ou ainda tratamento com carvao ativo, talco ou fibra de vidro (Pedersen, 1994,
Kilara, 1985). Por outro lado, o tratamento com carviio afeta as caracteristicas do hdrolisado,
incluindo, cor, sabor, odor, perfil de aminodcidos, e a distribuicBo de peso molecular (Giese,
1994). Mais recentemente foi proposta a combinagio de complexos multienzimaticos contendo
endo-proteases acidas € exo-peptidases para eliminar 0 amargor, uma vez gue promove a
remocdo de aminoacido terminal, contude, o uso de exo-peptidases, aumenta muito o grau de
hidrolise, resultando na lBiberagio de aminoacidos livres, o que ocasionara o aumento da
osmolaridade e limitara a aplicaglio do hidrolisado (Pedersen, 1994; Pommer & BFA Protein,
1995). Proteinas com teor aumentado de 4cido glutdmico mostram um interessante efeito
sensorial: n3o formam compostos amargos por hidrélise parcial e ainda proporcionam

pronunciado gosto umami (Kilara, 1985; Belitz & Grosh, 1988).

O tipo de enzima empregada também pode determinar a ocorréncia de amargor, Hoyle &
Merritt {1994) observaram que o hidrolisado obtido com Alcalase® a um maior GH, era menos
amarge que o obtido com papaina. Sugiyama er alif (1991c) compararam o amargor de
hidrolisados de sardinha obtidos com Alcalase® (1,7); actinase (1,8); Proieather (4,0); Neutrase®
(4,0); papaina {3,5); Molsin (2,7); pepsina (3,2); e Neulase (2,7), verificando que 0 menos amargo
era o obtido com Alcalase”. Os valores entre parénteses correspondem ao escores dados para o

amargor, € quanto mais elevados, mais amargos sdo os hidrolisados.
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2.6.2 Determinacio do grau de hidrdélise

Hidrolisado protéico ¢ um produto obtido por ago de proteases sobre um alimento
protéico, sob condigdes controladas de temperatura e pH, com distribuicio de peso molecular
com caracteristicas adequadas & sua aplicagio. De acordo com Hall & Ahmad, 1992, a
distribuigio de peso molecular de peptidios resultantes do processo hidrolitico pode ser
determinado através de: (a) indice de solubilidade em TCA, (b} grau de hidrélise e {¢)
cromatografia de exclusio motlecular. Estes mérodos podem ser aplicados isoladamente ou de

forma combinada.

Nio existe unanimidade sobre o conceito operacional de hidrolisado. Para alguns autores
(Puski, 1975; Mackie, 1982, Chobert er afii, 1988, 1989, Mahmoud er afii, 1992, Mannheim &
Chervan, 1992; Monteiro & Prakash, 1994), o hidrolisado ¢ a mustura total de proteina
hidrolisada, sem fracionamento posterior & incubagdo com a enzima, para outros {Thankamma ef
alii, 1979, Mackie, 1982; Quaglia & Orban, 1987s; Hoyle, & Meyritt, 1994, Althouse er alii,
1995, Shahidi er alii, 1995), ¢ o sobrenadante obtide por processos de centrifugagio, filtracdo,

ultrafiltraciio e outros,

O fracionamento, como etapa posterior & proteolise, pode ser eferuado atraves de
processo de ultrafiltragdo, que além de separar peptidios resultantes da hidrolise em faxas
definidas de peso molecular, permite a separagio da enzima proteolitica do produto da hidrélise
(Mannheim & Cheryan, 1992; Deestie & Cheryan, 1988, 1991, Fujimaki ef alii, 1973, Nakajima e/
alii, 1992; Althouse et alii, 1995), ou paralelamente através do acoplamento de proteases a
membranas de ultrafiltracdo (Bhumiratana et alii, 1977, Deeslie & Cheryan, 1988); ou filtracdo
em papel de filtro ou similar (Beddows & Ardeshir, 1979, Thankamma et alii, 1979;)
centrifugacio (Quaglia & Orban, 1987a; Rebeca er alii, 1991; Surdka & Fik, 1992; Hovle, &
Merritt, 1994; Yu & Fazidah, 1994}; filtragdo através de terra de diatomaceas; ou amnda osmose
reversa (Laht & Braun, 1994},

O progresso da hidrdlise pode ser medido por um de dois metodos: {a) relagio NA/NT
que representa a quantidade de nitrogénio aminico (NA} presente no hidrofisado, determinado
através da titulacio com formaldeido, relativamente ao N medido pelo método de Kjeldaht (NT};
(b) determinagio do grau de hidrolise, que € o mais utiizado (Blenford, 1994; Lahl & Braun,
1994).
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Para avaliar o progresso da reagdo, do ponto de vista cinético, como medida guantitativa,
utiliza-se o equivalente de hidrolise (h), mas do ponto de vista pratico, prefere-se avalid-lo através
grau de hidrotise (GH): a porcentagem de Ligagbes peptidicas rompidas (h), comparativamerite a0
nimero total de ligagdes (h «) por kg de proteina. Para a maioria das proteinas, hy corresponde
a 8 moles equiv/kg (peso molecular médio dos aminoacidos € de 125 g/mol), estimado com base
na composigdo de aminoacidos. Para proteinas, como as de musculo de peixe, o valor € 8,6, para
caseina, 8,2; para carnes, 7,6 e para gelatina, 11,1 (Petersen, 1981; Adler-Niessen, 1985, 1986,
Novo Nordisk, 1991; Pommer & BFA Protein, 1995).

numero de ligagdes peptidicas hidrolisadas h

GH (%) = = X 100

niimero total de ligagdes peptidicas H ot

Analiticamente, o grau de hidrolise pode ser medido por vanos métodos: {a) aumento na
osmolaridade usando abaixamento do ponto de congelamento; {b) aumento do indice de refracio
{expresso como “Brix), (c) determinacio de grupos amino liberados, através da reagdo
colorimétrica com TNBS (cido trinitrobenzenosulfénico) ou OPA (o-fiaidialdeido), {d) titulagdo
com formol; e (e) tinulagio de grupos amino liberados em pH-stat a pH e temperatura constantes
(Adler-Niessen, 1985; 1986, Novo Nordisk, 1991, Pommer & BFA Protein, 1995, Panvam &

Kilara, 1996). Serfio discutidos unicamente 0§ métodos que foram aplicados neste trabatho.

pH stat

Quando uma ligagio peptidica ¢ hidrolisada a pH superior a 7,0, o grupo carboxi terminat
formado contribui para o abaixamento do pH. O consumo de base, através de titulaclo
automatica, para manter constante o pH no decurso da reacdc, ¢ utilizado no caleule do GH.
Considerando que o pK médic dos grupos amino seja constante devera existir proporcionahdade
entre a liberagio de protons (= consumo de base) € a quantidade de ligagbes peptidicas cindidas.

O fator de proporcionalidade sera o grau de dissociagio dos c-aminogrupos (a)
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1 + 10 ¥ -pH

Para valores de pH proximos ao pK, a=0,5. Para valores superiores aproxima-se de 1, e
varia também com a temperatura. Assim, a 50 °C, e pH 7.0, o valor de & € 0,44 2 pH 8, e 2

mesma temperatura, 0,89. Para o caiculo do GH utiliza-se a equagdo:

1 BXNy
GH (%) = X e X 100%
aXh tot MP
na qual: B = consumo de base (mL ou L)

Ni = normalidade da base
MP = massa de protetna (N X fator de Kjeldahl) em g ou kg

o = grau de dissociagio

Quando o grau de hidrolise € 10% ou 50% significa que 10% ou 50% das ligagbes
peptidicas foram hidrolisadas, € que o numero medio de aminoacidos na cadeia peptidica € de 10
e 2 respectivamente. Este método é simples, preciso e permite o monitoramento do grau de
hidrolise durante o processo, mas tem o inconveniente de adicionar grandes quantidades de sal ao
hidrolisado.

TNBS

O método foi proposto por Adler-Niessen, em 1979, e consiste na medida
espectrofotométrica do cromoforo formado pela reaglio entre o acido trinitro-benzenosulfénico e
aminas primarias sob condi¢des alcalinas. Apos 1 hora de incubacio a reagdo ¢ interrompida por
abaixamento do pH. A amostra ¢ dispersada em dodecil sulfato de sodio {(SDS) e a reagdo ocorre
em presenca de tampdo fosfato 0,2125M e pH 8.2+0.02. Como padrio utiliza-se L-leucina. A

leitura € efetuada a 420 nm



2.6.3 Enzimas proteolificas

A Unifio Internacional de Bioguimica {IUB), através da Comussic de Nomenclatura de
Enzimas (EC), estabeleceu um sistema de denominagio baseado em guatro nimeros, separados
por pontos e dispostos de acordo com o seguinte principio: a) o primeiro especifica a classe
basica em que se enquadra a enzima: 1. dxido-redutases, 2. transferases, 3. hidrolases, 4. liases, 5.
ispmerases, 6. ligases; b} o segundo corresponde 2 subclasse, e especifica o substrato ou a ligagio
sobre a qual a enzima atua; ¢) o terceiro define a atividade enzimdtica;: e d} 0 quarto € o nimero

de série da enzima.

Varios autores {Barret, 1986; Loffler, 1986, OQuttrup & Boyceé 1990, ¢ Robinson, 1991)
apresentaram revisdes sobre enzimas proteoliticas. O primeiro referiu-gse & proteases vegetais, 0
segundo e o terceiro sobre proteases de microorganismos € sua reia:;éc} com a biotecnologia, € ¢ -
quarto sobre mecanismos de agiio das proteases, imdependentemente de;:sua origem. Adler-Niesen,
(1986), reviu todos os aspectos referentes 2 hidrdlise enzimatica de pfbteinas, do pomnto de vista
de substratos, enzimas, e aplicagdes. Mohr (1980) reviu as aplicacbes de enzimas proteoliticas na

tecnologia de produtos carneos e de peixe.

As enzimas proteoliticas, classificadas como hidrolases que af:uam sobre proteinas (EC
3.4.), encontram amplza aplicagdo na industria de alimentos: produg;ioi de hidrolisados protéicos,
modificagdes de propriedades funcionais e nutricionais, amaciarnento de carnes, modificacdo da
viscoelasticidade da massa do pdo, desenvolvimento de fiavozizame;f;, prevengio da turvagio
quimica da cerveja, produgdo de queijos, fabricagio de detergentes, e procedimentos analiticos,
que correspondem 2 usos classicos desta classe de enzimas (Kilara, 1985 Adler-Niessen, 1986,
Boyce, 1986, Lofller, 1986, Gusek, 1988). Enzimas com alta esta&;ilidade térmica e frente a
variacdes de pH, ampliam o potencial de aphcagbes no processménto de alimentos {Gusek,
1988). f

As proteases tém sido classificadas de diferentes formas, mas a classificagio mais
satisfatoria € a adotada pela Comissio de Enzmas (CE} da {UB: fé;:roteases contendo serina,
contendo cisteina, metaloproteases, e proteases acidas (proteases aspz’zx%ticas), Em relagdo ao local
de atuacio na molécula de proteina s3o classificadas como exo ¢ endoéeptidases {Belitz & Grosh,
1988, Adier-Niessen, 1986, Barret, 1986, Boyce, 1986, Liaffler, '1‘586). A especificidade das

enzimas protecliticas € bastante variavel, conforme se verifica na Tabela 2.
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Proteases contende serina (EC 3.4.21)

E o maior grupo das proteases Enzimas deste grupo, na qual a atividade Otima
corresponde a pH 7 a 11, so genéricamente denominadas de proteases alcalinas, Estas enzimas
tém em comum a presenca de residuos de serina e de histidina em seu sitio ativo e se caractenizam
pela formagio de um complexo intermediario acil-enzima. Varias destas enzimas s@o ativadas

atraves de ions calcio.

As principais serina proteases origem animal seriam: tripsina, quimotripsina, elastase,
plasmina e protrombina e de microorganismos, um exemplo seria a subtilisina. Esta enzima atua
preferencialmente sobre o lado carboxilico da fenilalanina. Enzimas deste grupo séo utilizadas
como detergentes (Barret, 1986; Boyce, 1986, LofHler, 1986). A iripsina € secretada na forma de
tripsinogénio por acio do horménio colecistoquinina, e posteriormente cindida na ligagao Lys6 -
1le7 do precursor, liberando a enzima. E uma endoproteinase muito especifica, uma vez que atua
nas ligagdes peptidicas formadas pela porgdo carboxilica de Lys ou Arg. A quimotripsina ¢ a
elastase também sdo sintetisadas na forma de precursores inativos que sdo posteriormente
hidrolisados para fornecer a enzima ativa. A quimotripsina ¢ formada pela ruptura da ligagio Arg
15 - Ile 16 por acgfo da tripsina sobre o precursor. A quimotripsina catalisa a hidrélise do lado C-

terminal de aminoacidos hidrofobicos (Robinson, 1991).

Proteases contendo cisteina (EC 3.4.22)

Este grupo de proteases é encontrado em bactérias, MICroOrgamsmoes, animais {catepsinas)
e vegetais (papaina, bromelina e ficina). S3o proteases cujo centro ativo € 0 grupo tiol (cisteina),
com pH 6timo proximo a neutralidade. S3o endoenzimas, de amplo espectro que catalisam a
hidrolise de ligagOes peptidicas com diferentes aminoacidos. O mecamismo de agdo destas enzimas
é semelhante ao das proteases de serina. Forma-se um tioéster como intermediario. Estas enzimas
sio altamente sensivels a oxidagdo, portanto requerem a presenga de um agente redutor e de um

quelante (Belitz & Grosh, 1988; Barret, 1986; Robinson, 1991).

Tiol proteases de microorganismos sio utilizadas para amaciamento de carnes, mas
apresentam pouce efeito sobre o tecido conjuntivo. Por cutro lado, papaina, bromelina e ficina
atuam sobre o tecido conjuntivo. Qutra area de aplicago refere-se a produgdo de hidrolisado

protéico para indistda de aromas, redugio da viscosidade em hidrolisados de pewe, ¢ na
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prevengiio da turvagio quimica da cerveja por resfiamento (“chill-proofing”) (Boyce, 1986,
Loffler, 1986).

Metaloproteases

Este grupo inclul exopeptidases, carboxipeptidases A e B, aminopeptidases, dipeptidases,
prolidase e prolinase e proteinases de bactérias e fungos: pronase e termolisina, A maioria destas
enzimas contém um mol de Zn2+, exceto a leucina-aminopepetidase, a prolidase e
iminodipeptidase que contém Mn2+. O ion metalico atua como um acido de Lewis na
carboxipeptidase A, estabelecendo contacto com & grupo carbonilico da ligag&o peptidica a ser
rompida. A carboxipeptidase A apresenta atividade enzimatica maior frente a ligagbes peptidicas
terminais, derivadas da porgo C-termunal de aminoacidos aromaticos ou com cadeias laterais
ramificadas. As colagenases sdo importantes no amaciamento de carnes, por hidrolisar o tecido

conjuntivo (Belitz & Grosh, 1988; Barret, 1986; Robinson, 1991}

Proteases acidas (asparticas)

E o segundo maior grupo em termos de interésse industrial. Representantes tipicas deste
grupo s30 a rening, a pepsina, ativas na faixa de pH 2 - 4, e a catepsina D, com atividade Otima 2
pH 3 - 5. A renina catalisa 2 hidrolise da ligagio Phe 105-Met 106 da fragio da k-caseina,
promovendo a coagulagio do leite. O coalho obtido por aglo da renina € meihor em termos de
propriedades viscoeldsticas que O coalho obtido por aglio de outras proteases. Proteases de
microorganismos conseguem mimetizar 2 agao da renina (Aspergillus usamii, Mucor spp.,
Rhizomucor miehei). Ao contrario das anteriores, estas enzimas apresentam alta especificidade.
Desta forma, 2 pepsina atua primariamente sobre as ligagtes formadas pelos grupos c-amino dos
aminoacidos aromaticos e outros hidrofbbicos, € em menor extensio, sobre Leu, His, Val, Ala. A
catepsina D (protease intracelular) tem como enlaces mais susceptiveis: Leu-Tyr, Tyr-Leu, Phe-
Phe, ¢ Phe-Tyr (Belitz & Grosh, 1988; Barret, 1986, Robinson, 1961),
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2.6.4. Hidrolisado protéico de pescado

Uma vez que o isolado protéico de proteinas miofibrilares de peixe nfo apresenta
propriedades funcionals satisfatorias, a hidrdlise enzimatica é uma forma de melhorar suas
caracteristicas e permitir a incorporacfic na formulagdo de alimentos e bebidas nutricionalmente
enriquecidos (Lahl & Braun, 1994, Mahmoud, 1994, Venugopal, 1993),

Atualmente, a matéria prima para produgiio do hidrolisado pode ser a2 mesma empregada
para ¢ preparo do concentrado protéico, e depende da aplicagio que se pretende dar ao produto.
Para alimentacio humana, pode-se partir de concentrados protéicos (CPP), ou da polpa obtida

através de separaciio mecinica, ou de filetagem, com os cuidados j& descritos para o CCP.

Conforme citado por Sikorski & Naczk (1981), hidrolisados de peixe so conhecidos
desde os tempos antigos em Roma, com o preparo de “liquemen”™ A literatura cientifica registra
diversos trabalhos de revisiio referentes 4 producio de hidrolisados protéicos de pescado, Estas
revisdes tratam de assuntos como composicio ¢ valor nutritivo {Sikorski & Naczk, 1981; Hall &
Ahmad, (1992); tipos de enzimas, condigdes de processamento e grau de hidrélise (Mohr, 1980;
Sikorski & WNaczk, 1981, Mackie, 1982; Adler-Niessen, 1986; Hall & Ahmad, 1992);, e
propriedades dos hidrolisados (Mohr, 1980; Sikorski & Naczk, 1981; Mackie, 1982; Hall &
Ahmad, 1902}

Qs primeiros hidrolisados eram produzidos através de processos autoliticos, para
producfio de ensilados (Hall & Ahmad, 1992), ou de molhos fermentados, principalmente nos
paises asidticos. Nesta situa¢ho intervém enzimas COmMo pepsina ou catepsinas hberadas das
células quando o peixe é triturado. De acordo com Adler-Niessen (1986), a velocidade de
protedlise pode ser aumentada pela adigio de proteases vegetais, mas o aroma do molho é
inferior ao obtido por fermentacfio natural, contudo, Beddows & Ardeshir (1979) verificaram que
com o emprego de proteases vegetais, especialmente bromelina, com 65% de hidrolise, € possivel
produzir um motho que pode ser adicionado ao molho natural sem alterar a sua qualidade
Hidrolisados empregando enzimas comerciais eram, inicialmente, produzidos principalmente para
alimentac3o animal, e como substitutos do leite para bezerros ¢ carneiros (Mackie, 1982; Kilara,
1985, Adler-Niessen, 1986). Papaina ¢ pepsina foram as primeiras enzimas utiizadas no

amaciamento de carnes, € na produgio de hidrolisados de pescado no micio da década de 60. As
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primeiras patentes com vistas a aphicaco de hidrolisados de pescado datam de 1970 e 1971
{Thankamma ef afii, 1979, Adler-Niessen, 1986).

O residuo liquido proveniente do preparo da torta de peixe (fsh stickwater) € rico em
nutrientes, incluindo proteinas e tem excelente valor nutricional. Pode ser vendide como
corklensado de sdlidos soliveis de pescado. Durante o processo de desidratagiio, ocorre um
eXpressivo aumento na viscosidade, gue atinge a 2100 cps {(60°C) com 52% de solidos, o que
torna o processe caro, além de entupir as tubulagbes. Fazendo-se hidrolise prévia, consegue-se
reduciio de viscosidade para valores na faixa de 180 cps com 60% de solidos (Boyee, 1986;
Pommer & BFA Protein, 1995}

O perfil de aminoacidos ¢ igual ao da proteina original quande ndo se separa a fragdo
insolivel {Yafiez er alii, 1976), e um pouco inferior, se considera s a frag@io soluvel, ¢ neste
caso, dependendo do GH (Quaglia & Orban, 1987a; Shahidi es @i, 1994, 1993). Yahez ef aiii
(1976) obtiveram valor de PER com hidrolisado de merlicio (2,81-2,96) superior ao da caseina
(2,5), e o aumento do PER de preparagdes contendo farinha de tngo, ou de milho ¢ ou de arroz,
adicionadas do hidrolisado, proporcionalmente ao aumento da concentragdo do hidrolisado. Para
10% de suplementacdo os valores foram: 2,49, 2,70 e 3,36, respectivamente. O perfil de
aminoacidos foi semelhante ao do padrio FAG/OMS-1973, excete em relagdo 2 treonina. O teor

de lisina disponivel foi de 75%.

O escore quimico obtido por Quaglia & Orban (1987a) com hidrolisado de sardinha, foi
de 60% para hidrolisado empregando Alcalase®, e 68% quando utilizaram papaina. Os
aminoacidos limitantes foram metionina + cisteina. Através da utilizagio de proteases bacterianas,
Rebeca er alii (1991) obtiveram hidrolisados protéicos para uso veterinirio, contendo de 83 a
86% de proteina, contendo de 70 a 80% de lisina disponivel & solubilidade de 70 a 80%. O PER ¢
o NPR diminuiram pela inclusfio do hidrolisado na dieta, e o valor nutricional foi de 10 a 15%
menor que o da caseina. O objetivo era obter um produto que pudesse substituir o leite na

alimentagio de bezerros.

Shahidi er alii {1994) trabatharam com hidrolisado de foca, e verficaram que a
composi¢do de aminoacidos fol similar ao do produto original, com guantidade maior de glicina e
menor de isoleucina, fenilalanina e treonina. O rendimento foi de 92,75% para grau de hidrélise

de 20.67%. Para hidrolisado de Mallotus viliosus, os valores de aminoacidos foram semelthantes
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a0 do material original, com menores teores de metionina e triptofano. O valor de PER foi um

pouco inferior ao do produto original {Shahidi ef alii 1995).

A determinacio do valor nutritivo de hidrolisado de sardinha também mostrou resultados
elevados. 0 escore de amiunoacidos foi 100 {padrio FAOQ/OMS-1973); PER 3.2 (caseina 3.1},
NPR 5,2; vator biologico 86, digestibilidade 99%; e NPU (utilizagio liquida de proteina) 85 O

perfil bioguimico mostrou todos os componentes sangiiineos normais {Suglyama ef afii, 1991b).

2.7 AVALIACAO NUTRICIONAL

Para determinacio do valer nutritivo e de seguranga de proteinas podem ser empregados
ensaios biologicos que se baseiam em medidas de crescimento ou retengiio de mitrogénio. Os
bioensaios podem ser efetuados com ratos,. ¢ incluem: PER {(protem efficiency ratio), que avalia o
ganho de peso pela quantidade de proteina tngerida; NPR (net protein ratio}, semelhante ao PER
mas envolve a perda de peso de um grupo com dieta aprotéica, e RPV (relative protein values)
quando se compara com proteinas de referéncia como as do leite ou dos ovos. A utihizagio liquida
de proteina {(NPU = net protein utilization} pode ser deterrnada atraves de ensalos de
crescimento nos guais se mede o N da carcaga do grupo alimentado com a proteina em estudo,

comparativamente a um grupo com dieta aprotéica,

O balango de nitrogénio (BN) é a diferenga entre o nitrogémo ingerido e a soma do
mitrogénio excretade nas fezes e na urina, a digestibilidade ¢ a medida da porcentagem de
proteinas que sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas ¢ absorvidas, sendo determinada pela
medida da relagfio, expressa em porcentagem, entre o nitrogénio ingendo e o excretado pelas
fezes. O valor biologico (BV = biological value) é a relagiio entre o mtrogémo rtetdo e o
nitrogénio absorvido, também expressa de forma percentual. O NPU ¢ definido pela relacdo entre
o nitrogénio retido e o nitrogénio ingerido, igualmente expressa de forma percentual, ou seja
corresponde ao produto do valor biolégico pela digestibilidade. Quando estes ensaios sio
realizados em auséncia de um grupo com dieta aprotéica, sio designados aparentes (Hallaz 1991

Sgarbien, 1987},

Sarwar er alii (1984), relataram resultados de um estude colaboranivo entre seis
laboratorios, utilizando sete fontes de proteinas para avaliar a variabilidade inter e intralaboratorial

de ensaios biologicos para estimar a quahdade de proteinas. tendo a caseina como proteina de
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referéncia. Foram testados os seguintes métodos: PER, PER relative, NPR, NPR relative ¢
utllizagie de N. O método NPR relativo fol o método recomendado por apresentar menor
variabilidade (4,7 & 7%). Happich, citado por Sarwar er afii (1983) propos ao AOAC a adogiio do

NPR como método altemativo do PER, cuja duraco € de quatorze dias.

Ensaios com microrganismos como Jetrahvema pyriformis, que apresenta ¢ mesmo
requerimento nutricional que humanos e ratos, apresentam vantagens porque requerem menos
espago, tempo, e equipamento, e portanto, menaor custo que os demais ensatos bioldgicos, mas as
correlagBes com os demais métodos ainda sio muito empiricas. Ensaios bioguimicos podem ser
utilizados para medir parimetros metabolicos como, nivels plasmaticos de aminoacidos, excrecio
de creatinina, ou a concentragdo de uréia no sangue, ou mais especificamente, a reciproca do
valor da uréia, que correlaciona bem com BV e NPR. Além dos métodos biologicos podem ser
conduzidos estudos de digestibilidade "in vifro” através de digestdo com pepsina/iripsing ou
rripsina/quimiotripsina:peptidase, ou ainda, tripsina/pancreatina com controle de pH, tempo e
temperatura, com ou sem didlise. Podem ser realizados bioensaios com humanos, especiaimente

balango de nitrogénio, em termos de digestibihidade e digestibilidade aparente (Hallaz, 1991},

Gauthier ef alii (1986) desenvolveram uma unidade de digestiio que permitia a eltminago
dos produtos de digestdo através de didlise simultinea, para avaliaciio da disponibilidade e
digestibilidade de proteinas com pepsina/pancreatina. Nao & necessario, nem tecnicamente viavel
reproduzir as condigBes “in vivo” da digestdo protéica, mas deve-se privilegiar condigdes
particulares que prevalecem no organismo, as quais podem influenciar a natureza dos produtos de

digestiio.

Por outro lado, na reumio de 1992 do Comité de Meétodos para Determinacdo de
Proteinas ¢ Aminoacidos do FDA (Food and Drug Administration), conforme relatado por Madi
(1993), foram discutidos aspectos da determinagio da quahlidade nutricional de proteinas, com
vistas a regulamentacio. Apos rever uma publicacdo da junta FAG/WHOQO (Food and Agriculture
Organization/World Health Organization), que discutia necessidades dietéticas em nivel de amino
acidos e proteinas, o FDA incluiu, ne suplemento de novembro de 1991, do NLEA (Nutntional
Labelling Education Act), um requerimento para que fosse utiizado o PDCAAS ({protein
digestibility - corrected aminoacid scoring) para avaliar a qualidade de uma proteina com base nos
requerimentos de aminoacidos para humanos, corrigido pela digestibilidade da proteina. Para

calcular este indice, ¢ alimento testado € analisado para proteina (N X 6,25, ou fator mais
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especifico, dependendo do abimento), determinada a composicio de aminoacidos, € a

digestibilidade, atraves de ensaio biologico com ratos.

2.8 AVALIACAO DE PROPRIEDADES BIOLOGICAS

2.8.1 Peptidios biolégicamente afivos

De acordo com Mills er alii {1992), os peptidios estdio entre os agentes farmacologicos
mais importantes: veneno de cobra, hormdnios, peptidios imunogenéticos, NEUrpiransmissores €
opitdes naturais. A digestdo das proteinas “in vivo" ou "in vitro" pode levar 4 formagio de
peptidios com atividade farmacologica ou fisiologica, ou com propriedades fisico-quimicas de
interesse na tecnologia de alimentos (Meisel & Schlimme, 1990; Mills ef alii , 1992, Matsui et
abii, 1993, Blenford, 1994, Kawakami er alii, 1995). Os peptidios do leite tém sido estudados
especialmente no que se refere ao metabolismo de célcio (caseinopeptidios) (Kitts & Yuan, 1992},
antagonistas (casoxinas) € agonistas (casomorfinas, «- e B-lactorfinas) opidides, e
imunoestimuiantes {Meisel & Schiimme, 1990). Os caseinofosfopeptidios atuam, possiveimente,
aumentando a solubilizacZo do célcio por impedif a formacio de fosfato de céicio insolavel. As
casomosfinas produzem analgesia e afetam a absorgdo de nutrientes por estimular a secregdo de
insulina ¢ somatotastina. A hidrolise de B-conglicinina (proteina 78) de soja, produziu 6 peptidios
com atividade antioxidante contra a peroxidagio de acido oléico. Os peptidios foram purificados
por cromatografia de exclusiio molecular e de hidrofobicidade (HPLC) Todos os peptidios
apresentaram aminoacido hidrofébico na posigio N terminal ¢ quatro deles, histidina na molécula.

A atividade antioxidante dos peptidios contendo histidina foi mais elevada (Chen er alii, 1995},

As proteinas de peixe sdo fontes de peptidios com aglo tmbidora sobre a enzima
conversora da angiotensina (ACE-peptidildipeptidio hidrolase - EC 3.4.15.1), a enzima que
catalisa a conversdo do decapeptidio inativo angiotensina I a angiotensina 1I. A angiotensina II €
um octapeptidio com potente a¢io vasoconstrifora, e inibidor do nonapeptidio vasodilatador, a
bradicinina. Podem ser encontrados apds a digestdo de proteinas como: gelatina, latex do figo,
zeina {Anyoshi, 1993), caseina (Ariyoshi, 1993, Maruvama et ali, 1985) e soja (Kinoshita er alii,
19933, e em proteinas de virias espécies de animais aguaticos, como: atum {Anyoshi, 1993;
Astawan er alii, 1995}, bonito (Matsumura er alii, 1993}, ostra (Matsumoto ef alii, 1994}, e
sardinha { Arivoshi, 1993; Matsui er afif, 1993; Seki er alii, 1993; Sugryama et alii, 1991a).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA PRIMA E REAGENTES

Matéria Prima: utilizou-se tilipia do Nilo (Oreochromus niloticus). Foi obtida do Centro de
Piscicultura da UNESP (Universidade Estadual Paulista) em Jaboticabal, e do Instituto de Pesca
em Pindamonhangaba. Os peixes pesaram em média 400 g,

Reagentes: os reagentes, de grau analitico, foram os disponiveis comercialmente de enipresas
como: Merck, Sigma, Ecibra, Grupo Quimica, Pharmacia, etc. As enzimas Alcalase® 241 e

Flavourzime® foram gentilmente cedidas pela Novo Nordisk $.A

3.2 EQUIPAMENTOS

Agitadores; homogeneizadores; balanga analitica e semi-analitica; analisador de
aminoacidos; liofilizador; banho maria; pHstat; pHmetro, espectrofotdmetros, fluorimetro;
digestor e destilador de Kjeldahl; estufas, mufla, sistema para eletroforese; gaiolas metabdlicas;
fermentador; despolpadora; prensz; demais equipamentos e material de uso corrente em

laboratdrio.

3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Preparo de concentrados e subprodutos

Foram preparados dois tipos basicos de concentrados: 1 concentrado de proteinas totais,
abtido com etanol e tratado por 3 vézes com etanol a quente, e 7 concentrados de proteinas

miofibrilares, preparados em meio aquoso e submetidos a diferentes tratamentos:

a) Prepare do extrato alcodlico de proteinas totais de miisculo de pescado {PT)

Apos a evisceragiio e retirada das cabegas, os peixes foram lavados com agua corrente e
mantidos em etanol até o momento do processamento (12h). O preparo foi executado conforme
desenito por Quaglia & Orban (1987a), mediante extracdes sucessivas com etanol em substituicdo
ao isopropanol, na proporgio de 3:1 em relagio a polpa. O produto da desossa mecanica
(BIBUN, modelo SDX-13) foi submetido a extragdo com trés tratamentos com etanol a 70°C
(3:1, 20 min) com o objetivo de eliminar gordura ¢ componentes responsaveis pelo odor. A

eliminagio do etanol entre as diferentes etapas foi realizada em prensa Sardik Engineerng.
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b) Preparo de concentrades de proteinas miefibrilares

Filés de peixe foram homogeneizados em multiprocessador de alimentos da marca Amo e
mantidos em agitacio por dez minutos em soluglo de cloreto de sédio 0,1 M na proporgio de 3:1
em relagio ao filé e a seguir centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos (rotor JA-14, centrifuga
Beckman, modelo J-21B). A fragio contendo as proteinas sarcoplasmaticas foi descartada, O
material insohivel foi ressuspendido em solugiio de bicarbonato de sddio 0,5%, extraido por 10
min e centrifugado; a operagdo foi repetida com agua. As solugdes extratoras continham 4cido
ascorbico e tripolifosfato de sodio a 0,2% (Venugopal ef alii, 1994b, Kelleher ez alii, 1994). Este
tratamento facilita a remogdo dos lipidios e promove a hidrofilicidade do concentrado protéico.
Apbs a centrifugaciio final, o concentrado de proteinas miofibrilares fot submetido a diferentes

tratamentos.

Tratamentos des concentrados de proteinas miofibrilares

O concentrado (F) corresponde & proteina tratada com hexametafosfato de sodio a 3%,
através de uma adaptagio do método proposto por Spinelli ef alii (1972a,b), no qual foi
suprimida a etapa de hidrdlise prévia das proteinas. O concentrado {FE) corresponde ao
concentrado ¥ tratado com etanol (3:1, 30 min) 4 temperatura ambiente. O concentrado (S)
seguiu a tecnologia de preparo do surimi (Venugopal ef alii, 1994b; Kelleher et afii, 1994; Sych
et alii, 1991, Lee, 1986; Reppond e alii, 1995), adicionando-se crioprotetores como sacarose
(4%, sorbitol (4%) e uma formulagio contendo hexametafosfato de sodio, tripolifosfato de sédio
e pirofosfato de sodio (0,2%). O concentrado (SE) foi preparado da mesma forma que o (8), com
etapa adicional de tratamento com etanol, a semelhanga do realizado com 2 proteina fosforilada,
Para obtengdo do concentrado (E), a preparagio de proteinas miofibrilares for submetida a
tratamento com etanol i temperatura ambiente, e para obtengio do concentrado (EH), as
proteinas miofibrilares foram tratadas inicialmente com etano! 4 temperatura ambienie e
posteriormente com hexano, numa modificagio do método proposto por Cob III & Hyder (1972).
O aquecimento a refluxo para remogdo do hexano foi eliminado, sendo este separado por
decantagio, e o produto submetido & nova lavagem com etanol para eliminar o hexano residual.
Todos os concentrados foram liofilizados e moidos, obtendo-se granulometria de 100 mesh. O

fluxograma da Figura 1 descreve comparativamente estes tratamentos.
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Filetagem

v

Homogeneizagio
WLavagem com NaCl 0,1M {3:1)
Centrifugacio
¥ NaHCO; 0,5% (3:1)

Centrifugacio
WAgua (3:1)

Centrifugacio

CONCENTRADO
DE PROTEINAS MIOFIBRILARES

O concentrado de proteinas miofibrilares assim obtido recebeu tratamentos adicionais, gue
originaram sete diferentes concentrados:

EQ = Tratamento com etanol a quente (70°C) - (3 volumes)
Quaglia & Orban (1987a,b)

F = Tratamento com hexametafosfaio de sédio 3 8%
{Spinelli ¢ alii, 1972a,h)

FE = idem F + Tratamento com 3 volumes de etanol a frio

8 = Adiciio de crioprotetores: sacarose (4%); sorbitol (4%); fosfates (0,2%)
( Venugopal ez alii, 1994b, Kelleher ot alii, 1994)

SE =idem S + Tratamento com 3 volumes de etanol a frio ]

E = 3 Volumes de etanol a frio [

EH = idem E + Tratamento com hexano (2volumes) + etanol {3volumes)

Cob ITI & Hyder (1972)
N

Secagem

Figura 1. Fluxograma de processamento de concentrados protéices de tilipia do Nilo
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¢) Concentrado tratado com etanoi a quente(EQ)

Foi preparado um concentrado de proteinas miofibrilares {EQ), para ser utilizado como
matéria prima para obtengdo de hidrolisados. Partiu-se de 150 kg de tilapias, das quais foram
retiradas cabegas e visceras, e ap6s lavadas, submetidos a processo de separagiio em despolpadora
Bibun. A polpa foi lavada com cloreto de sodio, bicarbonato, etanot a frio, e submetido a uma

etapa posterior de extrag@o com etanol & 30°C, conforme mostra o fluxograma da Figura 2.

d} Concentrado tratado com polifosfatos (CP)

Paralelamente foi obtido um concentrado (CP) seguindo-se as mesmas etapas de preparo
do concentrado EQ, at€ a etapa anterior ao tratamento com etanol a frio. Foram retirados 7 kg da
polpa tratada com etanol a frio, da qual se dispunha de 30,6 kg (Figura 2), para preparar o
concentrado com polifosfatos, ao qual foi adicionado a mistura de fosfatos (5%), contendo:
hexametafosfato, tripolifosfato e pirofosfato de sédio, utilizande-se o métode proposto por
Spinelli ef alii (1972a,b), suprimindo-se a etapa de hidrolise. As diversas etapas, apés tratamento
com etanol, estdo descritas no fluxograma da Figura 3. Este concentrado foi obtido com a
mesma metodologia que o concentrado anteriormente denominado fosfatos/etanol (FE),
conforme mostra 2 Figura 1, exceto que em grande quantidade, e usando uma mistura de
polifosfatos em substituicio ao hexametafosfato. Como se trata de uma nova preparagdo, ¢ para

ndo confundir os dois concentrados passou-se a adotar a sigla CP.

e) Residuo da desossa mecénies

O residuo (R), de pele e ossos provenientes da desossa mecinica, retém apreciavel
quantidade de tecido muscular. Este residuo foi seco em secador de bandeja a 45°C, moido, e

tratado com etanol a 50°C (30 min) por 3 vézes para remover o excesso de gordura (Figura 2).

) Concentrado de proteinas sarcoplasmdticas

A solugdo salina utilizada na primeira etapa de tratamento da polpa, retira os componentes
soliiveis incluindo enzimas, sangue, proteinas sarcoplasmaticas, e nitrogenados nio protéicos.
Esta fragiio (SARC) foi préviamente concentrada em tacho de Gerber, e a pasta resultante foi

hiofilizada e tratada com etanol a quente (50°C-30 min) para remogiio de gordura (Figura 2).
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150 kg de tilapia (380 peixes)
peso médio aproximado de 400g

Y evisceracao ¢ retirada de cabecas

104,05 kg de peize
I desossa mecinics

73 kg de polpa
U

Lavagem com 2 volumes de Na(Cl 0,65 M a 5°C, contendo dcido ascérbico 0,2%
b

Prensagem {prensa hidraulica Schwing Siwa)

= 32 kg de residuo(R)

§ =>  Concentrade de proteinas
sarcoplasmiticas (SARC()

Lavagem com 2 volumes de bicarbonato de sédio 0,4% a 5°C

prensagem
64,8 kg de polpa imida

J
Tratamento com etanol a frio

U

Prensagem
30,6 kg de polpa
4

Tratamento com etanol s 50 °C
Prensagem
Secagem do etanol em secador de bandeja a 40 °C
Moagem (moinhe Reeves)

8,98 kg concentrado protéice (EQ}

Figura 2. Fluxograma para o preparg de concentrado protéico de tildpia do Nilo
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Para o preparo do concentrado tratado com polifosfatos, parte do material utilizado no
preparo do concentrado EQ foi retirado na etapa posterior ao tratamento com etanol a fiio,

seguindo o fluxograma da Figura 3.

A partir dos 30,6 kg de polpa tratada com etanol a frio e prensagem
foram redirados 7 Kg de polpa

2 velumes de agua
Mistura de hexametafosfato de sédio, pirofosfato de sédio ¢

tripolifosfato de sodio {7:1:1)
pH acertado para 3,0 com acido sulfierice 3,6 N

prensagem

26,75 L de sobrenadante (coletando-se o ppt)
16,25 kg de polpnliimida com pH 55
prensagem (prensa S%rdik Engineering Py)
lavagem da polpa com dgua (20 L)
prensagem
Acerto dé pH para 7,0 com NaOH 1N
liufx‘l:iagiio

i
3,2 kg de concentrado com polifosfatos {CF)

Figura 3. Fluxograma para obtencio do concentradeo tratado com polifosfatos (CP)

3.3.2 Hidrolisados protéicos

Otimizacio das condicdes de hidrolise

Foram realizados ensaios empregando diferentes relagdes enzima:substrato, tempos de
incubagdio dependentes do grau de hidrolise pretendidos nas condi¢bes preconizadas pelo
fabricante. O ponto final da reagdo foi obtido mediante inativagdio térmica da enzima a 80°C por §

min. O grau de hidrdlise (GH) foi determinado comparativamente pelos métodos de pHstat
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(Adler-Niessen, 1986) ¢ TNBS (Adier-Niessen, 1979). Pelo método do TNBS, o progresso da
reagio foi seguido através da retirada peribdica de aliquotas do meio de incubagdo, tratada com
acido tricloroacético em concentragio final de 10%, e filtrada através de papel de filtro

Whatmann 42. Aliquotas do filtrado foram empregadas na determinagio do GH.

Fracionamento do hidrolisado

Como matéria prima foi utilizado o concentrado de proteinas miofibrilares, tratado com
etanol & quente (EQ) a 12%, e relagio enzima-substrato e tempos de incubagio dependentes do
grau de hidrolise pretendidos, a pH 7,0 ¢ 50°C. Foram obtidas trés fracBes: (a) hidrolisado total
(HT = suspensio de concentrado protéico hidrolisado), € apos centrifugacdo a 6000 x g por 15
min: (b} sobrenadante (HS) e (c) sedimento ou fragfo insolavel (HI). O fluxograma da Figara 4

tustra este procedimento.

Hidrolisado total (HT = suspensio de EQ hidrolisado)

v

Centrifugacdie a 6000 x g por 15 min

[ A k|
4 |

Sobrenadante (HS) Sedimento (HY)

Figura 4. Fracionamento do hidrolisade
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3.3.3 Determinag¢des quimicas

Composiciio centesimal

Como etapa preliminar as analises, todas as amostras foram homogeneizadas em moinho
analitico Polymix (Kinematica-A10, Switzerland), e passadas em peneira de 500 um. A dosagem
de proteinas foi efetuada pelo método de semi-micro Kjeldahl (AOAC, 1990). Lipidios totais
foram determinados pelo método de Bligh & Dyer (1959}, Cinzas foram determinadas pelo
método de incineragfio em mufla a 450°C até peso constante, conforme preconizado pela AQAC
{1950). Umidade foi medida através de secagem em estufa a 105°C até peso constante de acordo
com procedimento da AQAC (1990). Carboidratos totais foram determinados pelo método de
Dubois er alii (1956).

Aminosacidos

Para deterrminacio de aminoacidos a hidrélise foi eferuada com HCI 6N, a 108°C por 22
horas. Ap6s hidrolise, filtracdo em membranas de 0,22y e transferéncia para baldo volumétrico de
50 mL, completou-se o volume com dgua microfiltrada (MILLI Q). Aliquota de 500 ul. foi
concentrada a vacuo e diluida em diluente Pickering pH 2,3. Foram injetadas aliquotas de 25ul.
em analisador DIONEX para separagio dos aminoacidos em coluna de troca idnica e reagio pos-
coluna com ninidrina. A analise de triptofano foi efetuada através do método descrito por Spies
(1967).

Minerais

Minerais foram determinados por espectroscopia de emissio de plasma em espectrometro
ICP 2000 - Baird: versio simultinea. As cinzas obtidas por incineragiio a 450°C, até coloragio
clara (tempo vanavel em fungdo do material) foram solubilizadas em acido nitrico a 5%, e
dissoividas em 4gua deionizada. Foram feitas diluigbes para respeitar o intervalo de leitura do
método, dependendo do mineral analisado e da quantidade deste no produto em andlise

{Angelucci & Mamtovani 1986; Imo Industries Inc., 19903
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Produtos de oxidacio lipidica

A determinagdo de produtos reativos ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi conduzida em

extrato de acido tricloroacético, de acordo com o procedimento de Wyncke (1975).

3.3.4 Atividade proteolitica

Para determinagdo da atividade proteolitica a mistura de reagfio constou de; enzima ¢ 5,0
ml soluglo de caseina a 0,6% em tampdo apropriado. Apods 10 minutos a 37°C 2 reagio foi
interrompida pela adig8o de 5 mL de TCA 10%. Apos 20 min, a soluclo foi filtrada através de
papel Whatmann 42, e a absorbéncia do filtrado foi lida em espectrofotdmetro Hitachi, a 280 nm,

comparativamente a uma solugio padrio de tirosina a 50 pg/mb (Bergmeyer, 1965).

3.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para eletroforese dos hidrolisados foi empregado gel a 16% contendo tricing, conforme
preconizado por Schagger & von Jagow (1987). Foram aplicados 75 ug de proteina por amostra.
A eletroforese foi conduzida 4 temperatura ambiente, utilizando-se uma unidade vertical Protean
iI - Bio-Rad, empregando-se corrente de 20 mA/placa de gel. Para coloragio dos géis foi
utilizado o corante proposto por Blakesley & Boezi (1977). Preparou-se uma solugiio aguosa a
0,2% (p/v} de Comassie Brilbant Blue G-250 a qual foi adicionado igual volume de solugiio de
acido sulfirco IM. Homogeneizou-se bem e manteve-se em repouso durante uma noite. A
soluclio foi filtrada em papel Whatman n® 1. A 9 partes do filtrado foi adicionada 1 parte de
soluglic de hidroxido de potassio 10M e logo apés, acido tricloroacético para concentragic final
de 12%. Os géis foram mantidos por uma noite no corante e descorados em Agua destilada. A
densttometria dos géis foi efetuada em densitdmetro Sharp IX330, empregando “sofiware” Image
Master (Pharmacia). Para eletroforese dos concentrados foi adotado o procedimento de Laemmb
(1970), em gel de separagio a 12,5% e gel de concentragdo a 4%, na mesma unidade acima

deserita,
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3.3.6 Flexibilidade

A medida da flexibilidade baseia-se na determinaciio da susceptibilidade da proteina 2
hidrolise pela tripsina, a qual, por sua vez, fornece informagbes sobre ¢ grau de estruturagio da
proteina. A flexibilidade dos concentrados protéicos foi determinada através da metodologia
proposta por Kato et alii (1985) e Lee et alii (1992). Para hidrdlise, o sistema de incubagio
constou de: 4 mL de soligfio de proteina a 0,1% em tampgo Tris-HC1 0,05 M pH 8,0 ¢ 250 ul. de
solugfio de tripsina (Sigma T0134) a 0,1%. A reagdo foi conduzida por 5, 10, 20 e 60 min a 38°C.
Apos o tempo requerido a reagiio foi interrompida pela adigdo de 4,0 mL de solugio de acido
tricloroacético a 4%. O precipitade foi removido por filtragio através de papel de filtro Whatman
n. 1. A concentracio de aminoacidos e peptidios no filtrado foi determmnada pelo método de
Lowry ef afii (1951). A extensdio da digestdo foi indicada como %5 de digestdo da proteina total, e
o valor a 60 minutos foi considerado como 100%. A velocidade de digestdo foi representada
como porcentagem de digestdo por min, caleulada através da inclinagfio inicial das curvas de
digestio versus tempo, mediante analise de regressio linear. Para analise de vandncia (ANOVA)
foi utilizado o “software™ Statgraphics 7.0 (Graphic Software Systems, Inc.) e teste de Tukey a
55% de confianca.

3.3.7 Cromatografia de exclusiio molecular

A determinagdo das faixas de peso molecular dos hidrolisados foi efetuada atraves de
HPLC, em equipamento Waters 510, empregando-se coluna Protein Pak 60 - Waters (7,8 mm x
30 cm), eluindo-se com tampdo fosfato 0,064M (Mannheim & Cheryan, 1993) ¢ fluxo de 0.3
mL/min. Os padres empregados (Sigma) foram: inibidor de enzima conversora de angiotensina
{1101,3 Da); aprotinina (6500 Da), angiotensina I (1296,5 Daj; citocromo C (12327 Day; B-
lactogiobulina (18400 Da).

3.3.8, Isoctermas de sorcdo de agua

As isotermas de sorcdo de agua dos hidrolisados foram elaboradas de acordo com o
procedimento descrito por Teixeira Neto & Quast (1977), a 25°C, com algumas modificagses.
Ambientes com diversas umidades relativas (11,3%; 21,7%; 32,78%,; 57.57%; ¢ 69,99%) foram

obtidos dentro de dessecadores contendo solucBes saturadas de sats e solugOes aquosas de 4cido
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sulfurico. As amostras foram transferidas para os dessecadores contendo as solucBes de atividade
de 4gua controlada. Os dessecadores foram transferidos para camara de temperatura controlada e
deixados por 13 dias. Apos este periodo, os pesa filtro contendo as amostras foram tampados,
limpos com lengo de papel, e pesados (precisio de 0,1 mg). As amostras foram novamente
transferidas para seus dessecadores por mais 6 dias e novamente pesadas. A umidade final foi

determinada por secagem em estufs a 105°C por 5 horas (até peso constante).

3.3.9 Propriedades Funcionais

Selubilidade (S%)

A solubilidade foi determinada de acordo com o método de Morr et alii (1985), variando-
se 0 pH de uma solugio de proteina a 1%, em solugdo de cloreto de sodio 0,5 N, e também,
vanando-se a concentracio de cloreto de sodio, ¢ mantendo-se o pH em 7.0 O N do
sobrenadante foi determinado pelo método de Kjeldah! (semi-micro). A porcentagem de proteina

solavel for dada pela equaciio:

concentrag@o de proteina em 50 mL de sobrenadante (g)
teor de proteina da amostra (2%)
100

S{%) = X100

peso da amostra (g) X

Capacidade de absorcio espontanea de dgua (CAA)

Foi determinada usando modificagio do aparetho de Baumann efetuada por Torgensen &
Toledo (1977). O aparelho consiste de um fimil conectado a um capilar horizontal (pipeta de 1,0
mL graduada em centésimos de mL}. A amostra (100 mg) foi espalhada em um papel de filtro
Whatraan n° 1, dmide, colocado no topo de um funil de Biichner com agua ao nivel da placa
perfurada, com o cuidado de retirar o excedente de agua, mediante papel absorvente. O ensaio foi
conduzido & temperatura ambiente de 25 °C. A absor¢io de agua pela amostra, a0 longo de 30
minutos foi lida na pipeta, a intervalos de tempo cronometrados, ¢ expressa como ml. de Agua
absorvida por g de proteina. As determinagfes foram efetuadas em triplicata, e quando necessario

em quintuphicata, devido a variabilidade intrinseca do método.
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Capacidade de absorciio espontanea de 6leo (CAD)

For realizada no mesmo equipamento descrito para absorco de agua, seguindo-se a
metodologia de De Kanterewicz e alii, 1987, ¢ empregando filtro de microfibra de vidro
Whatman GF/C, ¢ éleo de mitho Mazola, por um periodo de dez minutos, a intervalos de tempo

cronometrados. O resultado foi expresso em ml de dleo absorvido por g de proteina.

Capacidade de retencio de dgua (CRA)

O potencial de retengdo de dgua foi determinado conforme preconizado por Regenstein ef
alii (1984), com pequenas adaptagdes as condigdes do laboratério. Foram preparadas dispersbes
de proteina a 1%, em tampiio Universal (Stauffer, 1989), ou quando foi o caso, variando-se a
concentragio de cloreto de sodio. Apos agitagdo por 1 hora as amostras foram centrifugadas a
30000xg por 15 min a 5°C. A proteina do sobrenadante foi determinada pelo método Kjeldahi
(semi-micro) ¢ a do precipitado por diferenga da amostra inicial, expressando-se o resultado em

gramas de dgua retida por grama de proteina, através da equagio abaixo:

_ Peso amostra hidratada (g} - peso amostra onginal (g)

CRA - -
concentragao de proteina na amostra {g)

Formacio e estabilidade de espumas

Capacidade espumante: expansio de volume (CESF)

A capacidade de formaco de espuma (evidenciada pela expansdo de volume) foi
determinada através do método de Phillips er afii, (1987, 1990), com adaptacdes do
procedimento descrito por Britten & Lavoie (1992), partindo-se de 50 ml. de uma dispersio de
proteina a 3%, a qual foi mantida sob agitaco durante 30 minutos. Apés este tempo, o pH foi
ajustado para 7,0 e a agitac3o mantida por mais trinta minutos. O pH foi novamente ajustado para
7.0 e o volume completado para 50 mL. A suspenséo foi agitada por 5 minutos, a 9500 rpm em
homogeneizador UltraTurrax, e transferida para proveta de 100 ou 250 mL de acordo com o
volume de espuma obtido, para avaliacdo da estabilidade. A expansdc de volume foi calculada

pela equacio:
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CESP% =

Vol y 1o

Vo = volume inicial de espuma inciuindo liquido

A estabilidade da espuma foi avaliada conforme descrito por Patel er alii (1988) ¢ Howell
& Taylor (1995}, Foram medidos: o volume de liquido drenado, o colapso da espuma e o tempo

em que ogorreram ambos os eventos. Os calculos foram efetuados pelas equagdes abaixo:

Estabilidade da espuma (EESP):

Volume de espuma apds 10 min {mL)

EESP (%) = .
(%) Volume inicial de espuma inciuindo volume de liquido {mL)

X 100

Liquido drenado (1.D):

Volume de liquido drenado apos 10 min (mL)
Volume inicial de solug@o (mL)

LD (%) = X 100

Formacio de emulsdes

Capacidade emulsificante (CEM)

Para avaliacio prévia foi empregado o procedimento descrito por De Kanterewicz et alii
{1987}, combinando-se dispersdes de proteina a 1% e oleo de ruilho Mazola em volume final de
50 mL. Apds 3 min de homogeneizagio (em banho de gelo) em homogeneizador Ultra Turrax
{Irka Werk) a 9500 rpm, o dleo foi adicionado a partir de uma bureta mediante homogeneizagio
simultinea até a inversio das fases. Como esta visualizagiio nfo ¢ muito precisa, o ponio de
inversio das fases foi determinado por condutivimetria, com modificacGes do método descrito por
Dagom-Scaviner ef alii (1987), ou seja, preparava-se a mistura de dispersdo de proteina/bleo de
milho em proporgdes proximas ao ponto de quebra determinado pelo método de De Kanterewicz
et alii (1987), homogeneizando-se por 1 minuto a 9500 rpm em banho de gelo. A seguir o Oleo
era adicionado gota a gota sobre a mistura em agitacdo até inversio das fases caracterizada pela
queda na condutividade elétrica (condutivimetro C 702, Analion). O tempo final de agitaciio era
em torno de 3 minutos. O resultado foi expresso em mlb de dleo, adicionados até o ponto de

nversdo, por g de proteina.
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Indice de atividade emulsificante (JAE)

O indice de atividade emulsificante foi determinado conforme proposto por Pearce &
Kinsella (1978), modificado por Mine ez alii (1991) e Shahidi ¢z afii (1995): 21 mL de solugdo de
proteina a 1% ¢ 7,0 mL de dleo foram agitados a 21000 rpm por 30 seg. Aliquotas da emulsdo
foram imediatamente coletadas e diluidas 1000 - 2000 vézes em solugdo de SDS 0,1%. O tubo foi
invertido trés vezes para homogeneizagdo e a leitura efetuada em 500 nm, usando cubetas de 1
cm de caminho otico, tomando-se a absorbincia de, mo minimo, triplicatas da amostra. O

resultado, obtido pela equagio abaixo, fol expresso em m?/grama de proteina,

JIAE (m’/g) = %

na qual:
C = concentragio de proteina (o)
T = Turbidez = 2,303 X Afl, onde A = absorbéncia
1 = caminho otice {1 cm)
¢ = fragio de volume da fase aquosa (determinado pelo procedimento descrito por Pearce &
Kinsella (1978), utilizando a equacfo a seguir:

C-A-E®B-C)
C-A + (B -C)[(1 + E)Do/Ds - E]

¢:

onde: A = peso do bequer; B = massa do bequer mais a emulsfo; C = massa do bequer mais

matéria seca; Do = densidade da solugio de proteina, e E = concentragéo de solutos

Estabilidade da emulsio (EE)

A determinagio foi efetuada conforme descrito por Acton & Safle (1970). As emulsdes
foram preparadas na proporgio de 25 mL oleo:25 ml dispersdo de proteina, homogeneizando-se
por 3 min a 10000 rpm, apds os quais foi coletada uma aliguota de 5 mL para determinagfo de
umidade. Uma aliquota de 10 mL foi maniida a temperatura ambiente por 24 horas, da qual foi
coletada nova amostra de 5 mL para determinagdo de umidade. A estabilidade foi calculada pela

relagio
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100 - U 24 horas «
100 - U original

EFE = 160

onde:
U 24 horas = porcentagem de umidade ap0s 24 horas

U original = porcentagem de umidade na emuisio recém preparada

Floculaciio e “creaming”

Foram determinados conforme descrito por Dagom-Scaviner ef alii (1987). Logo apds o
preparo a emulsdo foi transferida a uma proveta graduada de 10 mL. O volume da fase aquosa
(V) separada foi medido a imtervalos de tempo escolhidos de acordo com a velocidade de
separagio das fases, aumentando de 15 a 60 seg durante a primeira etapa e finalmente a intervalos
de 1 hora até 24 horas {t). Ve representa o volume da fase aquosa no equilibrio. O volume da fase
aquosa aumenta com o tempo de repouso da emulsio seguindo cinética de primeira ordem,
segundo a equagdo:

Vit - Va

———me— =2 2P (-K1
Vo - Vo p (R

Considerando-se: Vi o volume das fase aquosa no tempo t; K a constante do processo,
Vo o volume da fase aquosa no tempo zero (igual a zero), e Vi o volume da fase aquosa no

equilibrio (Ve), a equag3o pode ser reescrita como;

(Ve - Vi}/ Ve = exp (-Kt)
ou
In Ve/ (Ve -Vt)=Kt

Para o calculo da constante de velocidade (K), por regressdo linear, foram tragados
graficos contendo na ordenada os valores de In Ve / (Ve - Vi) e ma abcissa o tempo (t). Foi
analisado o efeito de variacio do pH (pH 3; pH 5; pH 7; e pH 9) e de concentragdes de cloreto de
sodio (0,IM; 0,25M, 0,5M e 1M) sobre a floculagio e “creaming”™ das emulsdes de hidrolisado

com grau de hidrélise de 7% e do concentrado contendo polifosfatos (CP).
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Viscosidade

O equipamento empregado nesta analise foi um viscosimetro Brookfield Synerho-Letnic
{Modelo LVF). Neste equipamento, um motor sincrono movimenta (com velocidade constante)
um cilindro imerse num fluido e mede o torque necessario para vencer a resisténcia do fhaido ao
movimento rotativo. Devido as caracteristicas da amostra, empregou-se um adaptador UL (uitra
low). A umdade de medida é o “poise”, definido com a resisténcia oferecida por um material que
requer a forga de um dina/cm’ de area para produzir velocidade de cisalhamento igual a um ciclo

por segundo.

Apbs o preparo, 24 mL da solugdo do concentrade contendo polifosfatos (CP) foi
mantida por 30 minutos em repouso & temperatura ambiente (Voutsinas el alii, 1983}, A
viscosidade foi medida em quatro velocidades de rotagdo diferentes, a saber: 6, 12, 30 e 60 rpm,
utilizando-se os fatores de conversio 1, 0,5, 0,2 e 1 respectivamente, para © caleulo da
viscosidade. Estes fatores sdo os preconizados pelo fabricante do eq'i'.lipamento para o adaptador

UL. Foram avaliados o efeito do pH e da concentraglio de proteinas sobre a viscosidade.

Tensiio superficial e interfacial

As determinagdes de tensio superficial e interfacial foram conduridas de acordo com
metodologia proposta por Halpin & Richardson (1983) em Tensidmetro Fisher, modelo 20
{Fisher Scientific), que € essenciaimente uma balanca de torsdo. Este instrumento fornece valores
aparentes de tensdo superficial ou interfacial, razio pela qual é necessario proceder a corregio
dos valores lidos seguindo-se as instrugdes contidas no manual do aparelho (Fisher Scientific
Tensiometer, [198-]). Para calibragio, o anel “du Nouy”, de Pi-Ir, é pendurado no brago do
tensibmetro, que deve estar preso pelo grampo. Libera-se o grampo ¢ ajusta-se ¢ indicador de
nivel através da manivela lateral até que esteja exatamente sobre sua imagem no espetho. Gira-se
o painel para valor de leitura zero, prende-se O grampo e coloca-se sobre o anel uma pequena
placa de metal de massa determinada atraves de balanca analitica. Mediante a equagio abaixo
obtém-se o valor ideal da leitura:

Y ideal = mg/2L, onde:
V =tensdo que deve ser obtida ao se colocar sobre o anel uma massa m {dynicm)
m = massa da placa de metal (g)

L = comprimento da circunferéncia do anel (cm)
g = aceleragiio da gravidade (cm/ 5%)
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Procedeu-se & leftura no painel, e através da relagiio abaixo obtém-se um fator de correcio

para todas as leituras efetuadas:
fc = V hdo / V ideal, onde:

fo = fator de corregio para as leituras
V lido = valor lido no painel do tensiémetro
V ideal = valor obtido para uma massa m de metal

Para determinagio da tensio superficial aparente, 30 mL das solugdes de hidrolisadoes e/ou
concentrados contendo 0,4% de protetna foram colocados em begueres de 50 mL. O anel de “du
Nouy” foi imerso abaixo da superficie do liquido, até uma profundidade de § a 9 mm, ¢ o
mstrumento foi zerado. Apos 5 minutos de repouso para equilibrio da superficie foi efetuada a
lettura da forga requerida para deslocar o anel para fora do fiquido. Entre cada leitura o anel foi
lavado com agua, mergulbado em acetona e seco em papel absorvente. Para determinagio da
tensdo interfacial, 10 ml. de dleo de mitho Mazola foram cuidadosamente colocados sobre 30 ml,
de soluglo de proteina, e apos 5 min para equilibrio da interface foi efetuada a leitura da forga

nepessaria para romper o filme interfacial.

Um fator de corregio (F), que considera o tamanho do anel, o tamanho do arame usado
no anel, ¢ a densidade das duas fases deve ser aplicado ao valor lido (Vlido) e corrigido pela
calibragiio do aparelho (ft), para obtencdo do valor verdadeiro de tensio superficial ou interfacial
{TS ou TI). A densidade fot medida através do método de Firestone (1990). Os valores reais sdo
obtidos pelas relagtes:

TSouTl=FxVlidoxfc

[0,01452P 0.04534 - 267r
V(D9

F = 0,7250+

onde:

F = fator de correciio

R =rmo do anel

r = raio do arame do anel

V lida x fo = valor lido corrigido pela calibragdo do aparetho
[} = densidade da fase inferior

d = densidade da fase superior

C = circunferéncia do anel
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Andlise de varidncia maltivariada das propriedades funcionais

As interacdes entre as varidveis no estudo das propriedades funcionais dos hidrolisados e
dos concentrados tratado com polifosfatos (CP) ¢ etanol a quente (EQ) foram analisadas
conjuntamente através de Andlise Multivariada, incluindo analise de componentes principais e
andlise higrdrquica de “cluster”. Estas andlises foram realizadas através do “software” Pirouett
2.02 {Infometrix, Seatle, WA - 1997). Para analise de variincia, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5%, através de programa estatistico “STATISTICA 5.0 (StatSoft)”,

3.3.10 Avaliaciio nutricional e de propriedades fisiolégicas

Ensaios “in vivo”

Para o balango de nitrogénio e determinacdo do NPR {Net Protein Ratio) foram utilizados
ratos machos, recém desmamados, da linhagem Wistar, procedentes do biotério central da
Unicamp. O peso médio era de 64,95 + 6,11 g Foram oferecidas dietas contendo diferentes
goncentrados protéicos de pescado, hidrolisado protéico de pescado, caseina como proteina de
referéncia, e um grupo com dieta aprotéica, oferecendo-se agua e dieta "ad Iibitum". O balango
foi determinado por um periodo de 7 dias, antecedido de dieta de adaptacfio de 7 dias. A
determinagdo do NPR {quociente protéico liguido) iniciou-se apds dieta de adaptaclio de 4 dias,
prolongando-se por mais 10 dias. A formulagio da dieta foi efetuada de acordo com as
recomendactes do American Institute of Nutrition-AIN 1993 (Reeves er alif , 1993) contendo
10% de proteinas, 8% de lipidios (oleo vegetal), 3,5% de sais minerais, 1% de vitamnas, 2% de
fibra bruta e 75% de carboidratos.

(s calculos de digestibilidade, utilizago liquida de proteina, valor biologico, e balango de
nitrogénio foram efetuados, considerando-se o N ingerido e excretado nas fezes e urina
{Sgarbieri, 1987). Os dados do ensaio bioldgico foram submetidos A andlise de vanincia
utiizando programa estagistico “STATISTICA (StatSoft)”, comparando-se as diferencas entre ag

médias dos tratamentos pelo Teste de Tukey a 5% de significincia.

A estimativa da digestibilidade aparente em peixes foi determinada pelos metodos de Nose
{19663, ¢ Cho er alii (1974), respectivamente, com o ohjetive de avaliar a adequacio da

utilizagdo dos residuos de processamento dos concentrados para alimentagio de peixes. O
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primeiro método avalia a digestibiidade aparente da proteina da dieta e o segundo, 2
digestibilidade aparente da proteina do ingrediente. Foram testados o residuo da desossa
mechnica, este mesmo residuo com 25% de grau de fidrolise e a fragdo de proteinas
sarcoplasmaticas (Figura 2). Foi elaborada uma dieta referéncia (base), contendo os ingredientes
normalmente utilizados em dietas para peixes e balanceada para conter 24,32% de proteina bruta,
5,59% de cinzas, 6,87% extrato etéreo, 7,45% de fibra, 44,9% de exirativo ndo nitrogenado
{carboidratos). As dietas experimentais foram elaboradas substituindo-se 30% da dieta referéncia
pelo ingrediente teste, e em cada dieta fot adicionado 1% de dxido de cromo como marcador
inerte. Todas as dietas foram suplementadas com vitaminas e minerais (suplemento

“Supremais”para frango de corte) e peletizadas.

Para cada dieta experimental foram utilizados dezesseis pacus (Piaractus mesopotamicus,
Holmberg, 1987) , com peso médio de 183,74 g. Os peixes foram acomodados em tanques de
500 L e submetidos a 2 semanas de dieta base para adaptagio a0 ambiente ¢ 4 dias com a dieta
experimental fornecida “ad hbitum”, 4 vézes ao dia. No quinto dia da alimentagiio com a dieta
experimental, 10 horas apés a dltima alimentagBo, os peixes foram transferidos para caixas
coletoras de fezes, e estas coletadas em intervalos de 30 minutos, num periodo de 8 horas. Para
analise as fezes foram secas em estufa com circulagiio de ar a 60°C. O dxido de cromo da dieta e
das fezes foi determinado colorimetricamente pelo método de Furukawa & Tsukahara (1966) ¢ a

proteina da dieta pelo Kjeldahl (AOAC, 1990), usando 6,25 como fator de conversiio.
A digestibilidade aparente da proteina da dieta (DAPD) foi calculada pela relagio:

100 - 100 ( % de dxido de cromo dieta x % proteina nas fezes)

DAPD = - Z -
% de ¢xido de cromo nas fezes x % proteina na dieta

A digestibilidade aparente da proteina do ingrediente {DAPI) foi determinada adicionando

30% do ingrediente 4 dieta base e calculada pela relagior

70 e . ,
DAPI= «]-3%9 x digestibilidade da dieta teste - 700 x digestibilidade da proteina de referencia




65

Perfil bioquimico do soro dos rates

Apds 21 dias de alimentagdo com as dietas especificadas para determinagdo do balango de
N e do NPR, coletou-se o sangue dos ratos e apos a separagdo do soro foram analisados
componentes séricos que podenam fornecer informagdes adicionais sobre o efeito destas dietas.
Através de “kits” (Celm) adquiridos de empresas que atendem a laboratorios de anélises clinicas
foram determinados os niveis séricos de glicose, proteinas totais e albumina, lipidios totais,
triacilglicerois, colesterol total ¢ HDL colesterol, e uréia, dos ratos apos 21 dias de ingestdo da

dieta.

Os dados das anilises bioquimicas foram submetidos a andlise de varidncia multivariada
(MANOVA) e teste de Tukey a nivel de 5%, de significincia, empregando-s¢ o pacote estatistico
Statgraphics 7.0 (Graphic Software Systems, Inc), e 0 “software” Matlab (Mathworks, Inc}. Os
graficos representando as médias e desvios padrdo (“box & whisker plot”) foram obtidos com o
“software” Statistica 5.0 (StatSoft).

Digestibilidade “in vitro”

A digestibilidade “in vitro”(D) foi avaliada atraves do método de Akeson & Stahmann
(1964), e comparativamente conforme proposto por McDonough et alii (1990). Este ditimo
método consiste na digestio da proteina com uma mistura de enzimas proteoliticas: trpsina,
quimotripsina, e peptidase. A solugdo de proteina ¢ colocada no recipiente de reaclio a 37°C, o
pH ajustado a 8,0 (pHstat), adicionando-se a mistura de enzimas. A digestibilidade ¢ calculada a
partir do consumo de NaOH 0,1IN para manter 0 pH em 7,98 por um periodo de dez minutos. A
digestibilidade corrigida pelo escore de aminoacidos {PDCAAS), foi calculada conforme descrito
por Madi (1993); Henley & Kuster (1994} ¢ El & Kavas (1996).

Lisina disponivel

Lisina disponivel foi determinada pelo método de Kakade & Liener (1969) e a analise

estatistica efetuada através do “software” Statgraphics 7.0 (Graphic Software Systems, Ingc).
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Inibiciio da enzima conversora de angiotensina

O efeito inibidor dos hidrolisados sobre a enzima ACE-peptidildipeptidio hidrolase (EC
3.4.15.1), que converte a angiotensina I em angiotensina II, foi pesquisado mediante a utilizacao
de kit Sigma Diagnostics, para determinagio desta atividade enzimatica, ACE Reagent {cat. 305-
10), que se baseia no método de Harjanne {1984), variando-se a concentragio de hidrolisado,
contendo o imibidor, O sistema de incubagiio constava de: 0,5 mi de N-[3-(2-funbacniloil}-L-
fenilalanil-glicil-gheina (FAPGG) a 0,5mmol/L, 0,05 mL enzima {(0,0335 unidades), 0,1 mL de
solugiio de hidrolisado contendo o inibidor, e 0,35 mL de 4gua. As leituras da absorbéncia a 340
nm eram efetuadas no tempo zero, 5 min ¢ 10 min, calculando-se a variagio da absorbancia por
minuto. Foram analisados comparativamente hidrolisados produzidos com Flavourzime® ¢
Alcalase® e o inibidor da enzima comercializado pela Sigma (cat. A-0773). Em uma segunda
etapa, os hidrolisados de ambas as enzimas foram separados por ultrafiltracdo em sistema
Millipore, empregando-se membrana (Pellicon) de poliétersulfona com “cut-off” de 5 kDa. As
fragdes de peso molecular inferior a 5 kDa foram empregadas para determinagio de atividade
inthidora sobre ACE.

3.3.11 Avaliacio sensorial

Anslise descritiva quantitativa

Foram comparados hidrolisados obtidos com Flavourzime® e com Alcalase® (enzima .
convencionalmente utilizada na elaboragio de hidrolisados), quanto aos atributos: odor e sabor de
peixe, gosto umami e gosto amargo. Para o treinamento dos provadores, empregou-se Teste de
Ordenagio (Associagio Brasileira de Normas Técnicas - ABNT, 1992), com diferentes
concentracdes de cafeina para o teste de amargor, e de glutamato monossodico para umani, que
deveriam ser ordenadas em ordem crescente de intensidade de gosto. A avaliagdo dos hidrolisados
foi conduzida através de téemica de ADQ (Analise Descritiva Quantitativa), O padr@o para o
gosto umami foi uma solugiio de glutamato a 0,2%, e para o gosto amargo, cafeina 0,02%, cujas
intensidades correspondem ao ponto médic da escala, segundo recomendagdes da norma ISO/TC
- 34 DIS 3972 (Internationa! Organization for Standardization, 1990) Para o odor e sabor de
peixe foi utilizado o concentrado de proteinas miofibriares sem hidrélise a 1% de concentracio.

A avaliagio foi conduzida com provadores treinados, que manifestaram suas opinides em uma
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escala ndo estruturada, conforme mostra a Figura 5, apresentada através do “software™
Computerized Sensory Analysis (V4.2), no qual registraram suas respostas. As amostras foram
codificadas com numeros de 3 digitos, obtidos de tabelas de permutagdes randdmicas. Para
detectar diferencas foi ntilizada analise de vanancia multivariada e para comparagio das médias o

teste de Tukey ao nivel de erro de 5%, utilizando pacote estatistico Statigraphics 7.0.

Teste de aceitacio de biscoitos para atletay

A partir de hidrolisado com 40% de grau de hidrélise foram preparados biscoitos saigados
¢ doces. Para testar a aceitacdo dos produtos, foram convidados 100 atletas que competem nas
seguintes modalidades-e institui¢des: natagio (Clube do Goifinho - Juventus, uma conceituada
escola de Curitiba), voleibol e handball (Associagiio Atlética Banco do Brasil) e futebol de saldo
(Universidade Federal do Parana), sendo 50 provadores do sexo masculino ¢ 30 do sexo
ferminino. Os provadores ndo treinados foram convidados a provar os biscoitos e preencher as
respectivas fichas, recebendo o mesmo numero para ambos 0S biscoitos. Os resultados foram
analisados estatisticamente através de estatistica ndio paramétrica, teste de Wilcoxon para dados
pareados, utilizando-se o “software” Statistica 5.0 (StatSoft). As fichas encontram-se nas Figuras

6 (biscoito doce) e 7 (biscoito salgado).

Analise de cor

Para andlise de cor dos hidrolisados empregou-se espectrofotometro COMCOR MS 1300
PLUS versio 7,0 BB (fluminante C - 10 graus). Os resuitados foram analisados estatisticamernte

através de teste t para dados pareados, conhecido como teste antes e depois,

3.3.12 Andlise microbiolégica

A analise microbiologica dos hidrolisados e concentrados foi realizada adotando-se o
procedimento de Vanderzant & Splittoesser (1992), que constou da pesquisa da presenca €
quantificagio dos seguintes microorganismos: Salmonella, coliformes totais, coliformes fecais,
Staphviococeus aureus, Baciflus cereus. clostridios sulfito redutores, e comtagem de bolores ¢

leveduras.
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Vocé ira receber duas amostras de hidrolisado de pescado, para serem avaliadas quanto
aos seguintes atributos:
- gOSto amargo
- gosto umami {(glutamato)
- sabor de peixe
- ador & peixe

Vocé ira receber padroes para avaliar estes atributos, cuja intensidade situa-se ao centro
das escalas abaixo.

Por favor, compare os atributos das amostras que Ihe serdio fornecidas, ¢ assinale nas
respectivas escalas as intensidades comparativamente aos padres.

Odor a penie | P |
fraco S forte .
Sabor de peixe | P |
fraco forte
Gosto umami | P |
fraco forte
Gosto amargo I P |
fraco forte
COMENTARIOS

Figura 5. Formuldrio utilizado para avaliacao sensorial dos hidrolisados
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NOME SEXO IDADE DATA
MODALIDADE ESPORTIVA/LOCAL

Vocé ira receber uma amostra de biscoito salgado, rico em proteinas, aminoacidos e fibras, e
formulado sem aditivos artificiais ou conservantes, no qual se fez a substitui¢do de gorduras por produtos
de base protéica. Os quadrados abaixo representam uma seqiiéncia de 5 intensidades, nos quais vocé
devera marcar sua opinido sobre cada atributo:

Cor da superficie:

3 J J J J

Muito clara Boa Muito escura
Odor

Muito suave Bom Muito acentuado
Identifique:

Sabor

Muito agradavel Bom Muito desagradavel
Identifique:

Sabor salgado

Muito salgado Bom Sal insuficiente

Sabor residual

u a u M J

Pouco acentuado Medianamente Muito acentuado
Identifique:

Textura: Crocancia

J J J J a

Muito umido Bom Muito crocante
Dureza
Muito macio Bom Muito duro

Aceitacdo global

3 EI u g o

Gostel muito Gostei Nao gostei Gostei pouco Nao gostei
nem desgostei

Apresente criticas e sugestdes que em sua opinido melhorariam as caracteristicas do produto em

estudo:

Obrigada por sua participagao

Figura 6. Formulario para teste de aceitacdo de biscoito salgado
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DATA

Vocé ira receber uma amostra de biscoito doce, tipo “cooky” rico em proteinas, aminoacidos e
fibras, e formulado sem aditivos artificiais ou conservantes, no qual se fez a substituicdo de gorduras por
produtos de base protéica. Os quadrados abaixo representam uma seqiiéncia de 5 intensidades, nos quais
vocé devera marcar sua opinido sobre cada atributo:

Cor da superficie:

J

M

0

H

u

a

Muito clara Boa Muito escura
Odor

Muito suave Bom Muito Acentuado
Identifique:

Sabor

H

Muito agradavel
Identifique:

u

Bom

a

Muito desagradavel

Nivel de do¢ura

J

Muito elevado

Sabor residual

3

Pouco acentuado
acentuado
Identifique:

u

Bom

u

Medianamente

a

Muito baixo

|

Muito

Textura: Crocancia

3

Muito umido

Dureza

|

Muito macio

Aceitacio global

H

Gostel muito

3

4

Gostel

|

Bom

J

Bom

a

Nio gostei
nem desgostei

H

3

Gostei pouco

a

Muito crocante

3

Muito duro

H

Nao gostei

Apresente criticas e sugestdes que em sua opinido melhorariam as caracteristicas do produto em

estudo:

Obrigada por sua participagao

Figura 7. Formulirio para teste de aceitagio de biscoito doce
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 CONCENTRADOS PROTEICOS DE PESCADO
4.1.1 Caracterizacio quimica dos concentrados

O concentrado de proteinas totais (PT) foi o primeiro a ser elaborado. O objetivo era
produzr um concentrado do tipo A, conforme especificagio FAO/OMS/UNICEF {Brody, 1963;
Halliday & Disney, 1971). De acordo com esta norma, este tipo de concentrado deveria
apresentar teor de gordura inferior a 0,75%. Foi possivel obter um concentrado do tipo B {teor
de gordura inferior 2 3%), que devido 4 desnaturagio protéica decorrente do tratamento termico

para eliminagdo de gordura, nio apresentou funcionalidade.

Os demais concentrados que constam da Tabela 3 sdo formas alternativas de obtencdo de
concentrados protéicos nos quais foram estudadas as propriedades funcionais ¢ 530 compostos
apenas de proteinas miofibrilares, porque o tratamento de lavagem da polpa elimina as proteinas
sarcoplasmaticas, conforme mostra o fluxograma da Figura 1 (Cob III & Hyder, 1972; Spinelli
et alii, 1972a,b; Quaglia & Orban 1987ab; Kelleher ez alii, 1994, Yenugopal ef ali:'; 1994b),
Estes concentrados foram preparados em pequena quantidade (a partir de 300 a 500 g de fil¢)
para verificar qual seria o concentrado com melhores propriedades funcionats. QO concentrado
etanol a quente (EQ) foi preparado para servir de substrato 4 produgio de hidrohsados, a partir

de 150 kg de tilapias, conforme mostra o fluxograma da Figura 2.

Tabela 3. Composicio centesimal dos concentrados protéicos de tilapia do Nilo

Concentrados Proteinas Lipidies Carboidrates Umidade Cinzag

Fosfatos (F) 69,93+£0,10  4,2330,12 0,06£0,01 16,811£0,35  10,56£0,35
Fosfatos/Etanol (FE) £1,75+0,05 4,0540,16 0,08+0,004 8.1740,30  6,6420,23
Etanol a irio(E) 88,85:042  3,61+0,11 0,130,003 7.60+0,28  1,8410,04

Etanol & quente (EQ)  86,3440,12  2,73+0,014  0,45x0,002 8,380,067  2.8530,05
Etanol/Hexano (EH) 89,26+0,44  1,65%0,05 0,1140,0003  8,83+0,04  2,30%0,11]
Surimi (8) 5091+0,09  4,21£0,14  11,7620,02 7.30+0,06  2,7310,06
Surimi/Etanol (SE) 77,26+0,03  5,0630,15 5,55+0,013  7.3640,12  2,0440,05
Proteinas totais (PT) 87904006  2,14+0,07 0,35+0,008  54710,06  2,85x0,01
Peixe (polpa) 17.85+0,32  2,7310,09 0,740,012 77,1940,67  1,2530,04
Peixe (filés) 18.8840,50  1,26+0.04 0,22+0,004 79804073 1072002
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Conforme descrito na metodologia, carboidratos totais foram dosados através de método
de Dubois er alii (1956). Este método ndo quantifica polidis, e as preparacdes baseadas na
tecniologia do surimi contém sorbitol, além da sacarose (Figura 1), por esta razio a composicio
centesimal destas preparagtes nfo totaliza 100%. O tratamento com etanol arrasta parte do

sorbitol da preparagio surimi/etanol.

G rendimento, calculado em termos de proteina, e a remogio de gordura obtidos nas

diferentes preparacies, aparecem na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento no preparo dos extratos de concentrados protéicos de tilipia do

Nilo
Concentrados Rendimento (%) Remogiie gordura {%)
Fosfatos (F) 76,2 32,25
Fosfatos/Etanol (FE) 73,38 46,48
Etanol a frio (E) 73,23 54,59
Etanol/Hexano (EH) 71,18 80,00
Surimi {(8) 67,46 © 2756
Surimi/Etanol {SE) 66,89 33,14
Etanol 2 Quente (EQ) 68,69 87,70
Proteinas totais (PT) 77.95 73,97

Se considerarmos as especificacdes FAO/OMS/UNICEF-1961 para concentrados
protéicos de pescado (Brody, 1965, Halliday & Disney, 1971), referentes ao teor de lipidios,
constantes na Tabela 1, nenhum destes concentrados pode ser considerado do tipo A, pois o teor
devena ser inferior a 0,75%. Trabalhos de armazenamento reportam valores t8o baixos como
0,2% de gorduras para que o produto mantenha a qualidade organoléptica e completa estabilidade
{Spinelli er alii, 1972). Os concentrados tratados com etanol a quente (PT e EQ) e o tratado com
mistura de solventes (EH) podem ser classificados como do tipo B {menos de 3,0%). Os demais,
seriam categorizados como concentrados do tipo C (até 10%). O tratamento a quente
compromete a funcionalidade das proteinas, ¢ o uso de solventes como hexano pode ndio ser a

melhor opgio para um produto que possa ter indicagdo clinica.

A partir da analise da Tabela 4, verifica-se que o sistema mais eficiente para remoc¢io de
gordura foi o tratamento com etanol a quente (EQ), mas este for um processo conduzido em duas
etapas: na primeira utilizando etanol a Mo ¢ na segunda, a exiragdo com etanol a quente. Esta

gtapa adicional de tratamento com etanol a quente foi eficiente porque extraiu cerca de 30% a
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mais da gordura que o concentrado obtido com extragdo etandlica a fiio. A remogdo foi mais
elevada também porque se coletou, com o auxilio de escumadeiras, a gordura na superficie da
solugdo da primeira lavagem da polpa. O maior rendimento na extraclio de proteina, foi obtido

com o extrato alcodlico (PT), pois extraiu boa parte das proteinas sarcoplasmaticas.

Shenouda & Pigott (1974) constataram que o envelhecimento da miosina, ou a
desnaturagio por agitagio ol aGuUECImEnto OCasionou um aumento na interaclo entre lipidios e 2
miosina atraves de aumento na interagio hidrofobica e ligagdes idnicas. Estes complexos sio de
dificil separagdo e comprometem as propriedades funcionais da proteina. Esta ¢ uma das razoes
para que 0 processamento do concentrado seja efetuado da forma mais branda possivel, mas que

elimine a maior quantidade de gordura no processo.

Todos os concentrados apresentaram cor clara, que variou do gelo (EH), ao bege (8), e
com odor brando, reminescente a peixe, sendo que o concentrado de proteinas totais praticamente
ndo apresentou odor a peixe. A coloragiio do concentrado preparado com a tecnologia do surimi,
que inicialmente era clara como dos demais concentrados, sofreu profundas alteragOes,
transformando-se em salmon (Figura 8), apos trés meses de armazenamento & temperatura de
geladeira, possivelmente devido a reagdes oxidativas. O concentrado S apresentou teor de
gordura superior ao dos demais. Os demais concentrados nio sofreram alteragdes de cor que
fossem perceptiveis visualmente. Esta alteragio de cor pode ser devida 2 reacao de produtos
carbonilicos provenientes da oxidagdo lipidica (Hoyle & Merritt, 1994), ou a reagdes de
escurecimento ndo enzimatico entre produtos de hidrolise da proteina e a mistura de

crioprotetores (Kelleher et alii, 1994).

A oxidagio € a principal causa de deteriorag3o na qualidade de produtos cameos. A
susceptibilidade do tecido muscular & oxidagdo se deve 4 sua alta concentracio de catalisadores
(ferro e mioglobina) e lipidios. Em produtos obtidos por cominuigio ocorre o aumento de
superficie de exposigio ao oxigénio. Lipidios oxidados reagem com outros componentes do
alimento como proteinas, carboidratos e vitaminas. Além do comprometimento nutricional, afeta
a funcionalidade das proteinas. Malonaldeido e outros produtos de oxidacdo possuem agio

carcinogénica ¢ ou mutagénica (Shahidi et alii, 1987, Xiong & Decker, 1995}
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Figura 8 Concentrados protéicos de tilapia do Nilo

A estabilidade dos concentrados pode ser confirmada pelo teste de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS), conforme registra a Tabela 5. Apos 1 ano de armazenamento nao
foi possivel perceber alteragdes organolépticas. Valores de TBARS de 6 a 10 pumoles/kg sao
acompanhados de odor desagradavel, mas odores de rancidez ocorrem quando valores de
TBARS sao superiores a 10 (Kelleher et alii, 1994). Por outro lado, Kurade & Baranowski
(1987) afirmam que valores de TBARS superiores a 18 pmoles’kg indicam rancidez, o que
significa que mesmo apos 2 anos de armazenamento os concentrados ndo apresentaram rancidez,
talvez por serem mantidos sob congelamento. Nas eventuais retiradas de aliquotas para as analises
e determinagdes de propriedades funcionais, os concentrados permaneceram a temperatura
ambiente apenas o tempo necessario a retirada de amostra. Para evitar congelamentos e
descongelamentos desnecessarios quando estas retiradas eram mais frequentes as amostras

permaneciam em geladeira, ou se retiravam aliquotas (sub-amostras).
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Tabela 5. Namero de TBARS de concentrados protéicos de tilapia do Nilo

Concentrado N¢ de THRARS* (a) N° de TBARS* (h)
Proteinas totais (PT) 5,19 %042 ab 779 +£0,16 ab
Fosforilada/Etanol (FE) 1,66 +025a 2.84+0,10a
Fosfatos 308+028ab 4,07 £0,45 ab
Etanol = frio (E) 727078 b 8,56 0,30 b
Etanol Hexano (EH) 2,44 £ 0,24 ab 3704014 ab

a = apés 13 meses de armazenamento a - 20°C *= umoles/kg

b = apds 20 meses de armazenamento a - 20°C
Medias seguidas de mesma letra (colunas) ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,03), pelo teste de
DMS (diferencas minimas significativas).

Para o peixe “in natura”, ap0s armazenamento por 15 dias a -20°C, o valor encontrado fot
de 4,32 umoles/kg. Para o concentrado de proteinas miofibrilares tratado com etanol a guente
(EQ}3, foram observados valores de TBARS de 2,07 umoles’kg apos 6 meses, ¢ de 543
umoles/kg quando mantido a -20°C. Nao foi possivel determinar TBARS nos extratos § e SE
devido 4 interagfic dos carboidratos adicionados com o acido tiobarbittirico. A presenga de cido
ascorbico e de tripolifosfato em todas as etapas das preparagdes confere protecdo contra
oxidagio lipidica (Kelleher er alii, 1992, 1994, Xiong & Decker, 1993}, mas se atribuirmos a
alteragfio de cor ao concentrado § a processo oxidativo, nfo se conseguiu a proteg¢io desejada
nesta preparagio. O niamerc de peroxidos das diferentes preparagdes estava abaixo dos hmites
detectaveis pelo método utilizado (Association of Official Analytical Chemusts, 1990), mesmo

quando refeito apos 15 meses de armazenamento a -20°C.

A analise estatistica foi realizada através de vanancia nfo paramétrica (Cruskkal-Walhs)
devido ao pequeno nimero de dados (3 repetighes). Verifica-se que tanto na primeira avalia¢io
quanto na segunda, E e FE diferiramn significativamente. O incremento no valor de TBARS da
primeira para segunda determinacée foi analisado através de teste t para dados pareados (p<0,05},
revelando diferencas estatisticamente significativas apos 7 meses adicionais de armazenamento,

para todos os concentrados, quando se considerou as amostras simuliineamente.
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Analise de minerais dos concentrados protéicos de tilapia do Nilo

A Tabela 6 mostra o teor de minerais dos concentrados protéicos de tilapia do Nilo. Furr
et alii (1974) analisaram a composicio de minerais de concentrados protéicos de pescado a partir
de diferentes espécies de peixe, a saber: Merfuccius bilinearis; Xiphias gladius; ¢ de uma média
de varias espécies marinhas. A variagio para um mesmo mineral for muito acentuada. Apenas para
exemplificar, para sodio sdo reportados valores, expressos em mg/100g, oscilando entre 76,5 €
459 4; para calcio 172,2 a 3710 {este valor para espécies marinhas), ferro 8,5 a 154.3; magnésio
42,14 e 131,35, zinco 3,5 2 9,5; e cobre 0,93 a 2,6. Esta variagio pode ser observada também nos
dados apresentados por Venugopal & Shahidi (1996).

Tabela 6. Minerais dos concentrados protéicos de tilipia do Nilo

Mineral® F FE E EH S SE PT*=**  Peixe**
Fosfore 376843 195308 23292 235,00 656,21 484,07 764,64 960,83
Sodio 241227 119545 314,36 458,61 760,88 60438 106,82 298 83
Potassio 211,58 102,06 210,14 226,77 271,62 24%44 725,60 1635,65
Calcio 47,51 72,61 83,87 89,16 58,56 9874 462,76 67,71
Magnésio 4533 52,02 64,81 62,16 4438 4214 131,35 121,28
Aluminio 9.42 6,62 1,65 3,82 4,13 1,08 3,87 10,18
Ferro 3,56 2,40 1,57 2,10 1,36 0,96 5,48 4,14
Zinco 1,98 2,46 2,36 3,39 1,64 1,95 3,51 3,26
Cobre (.41 06,73 0,57 (,%4 0,29 1.07 0,27 0.7
Litio 0,13 0,10 0,94 0,13 0,86 0,46 0,04 0,77
Bario 0,39 0,65 0,21 0,70 0,07 43,09 3,04 0,17
Cromo 0,14 0,12 6,04 4,04 0,06 0,04 0,39 0,17
Manganés G, 07 0,17 0,18 2,18 0,11 (,20 .09 0,16
Vanidio 0,01 0,01 0,003 4,005 G,003 (004 0,11 0,01
{obalto 0,004 (.005 (3,003 0,003 6,004 0002 0,01
* mg/100g de amostra em termos de peso seco **Filé de peixe="in natura”

*#% Drenarado a partir de matéria prima de mesma procedéncia, mas em outra oportunidade
F=Fosforilada; FE=Fosforilada/Ftanol; E=Etanol; EH=Etanol/Hexano,
§=Surimi; SE=Surimi/Etanol; PT=Proteinas Totas.

Os concentrados analisados em nosso trabalho sio todos provenientes de uma mesma
especie de peixe, mas preparados de forma muito diversificada. Algumas das variagbes que se
ohserva podem ser decorrentes da adiclio de elementos provenientes dos diferentes aditivos gue
se utilizou nas diferentes preparaces. O teor mais elevado de calcio presente no concentrado de
proteinas totais (PT), deve-se ao fato que o produto foi submetido a desossa mecanica, enquanto
que para as outras preparagGes utilizou-se apenas o file. Os elevados valores de sodio e fosforo

dos concentrados fosforilados sdo provenientes do hexametafosfato de sodio (Figura 1}
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Observa-se que houve perda por lixiviagio de minerais durante o processamento quando se
comparam 0s valores dos concentrados aos do peixe “in patura”. Minerais como ferro, zinco e
cobre podem ser provenientes do dlcool ¢ do hexano empregados para eliminacio das gorduras,
O concentrado de proteinas totais (PT), que ndo passou por processo de trés etapas de lavagem
como os demais concentrados, apresentou teores mais elevados de potassio, calcio, magnesio,

ferro, zinco, cromo ¢ manganés.

O NRC (National Research Council) classifica como minerais o célcio, pPOtéssio €
magnesio; e como oligoelementos o ferro, zinco, iodo, selénio, cobre, manganés, fluor, cromo e
molibdénio. O sodio, potassio e o cloro sdo classificados como eletrélitos, juntamente com a
agua. O NRC apresenta uma revisio sobre os requerimentos destes elementos, ocorréncia,
mecanismo de absorgdo, toxicidade e ingestdo excessiva (National Research Council, 1989). Para
homens de 72 kg os valores de ingestdo diéria recomendados pelo NRC siio: calcio, 1200 mg;
cromo, 50-200 ug; cobre 1,5 - 3,0 mg; ferro, 10 mg; potdssio, 2000 mg; magnesio, 350 mg;

manganés, 2,5 - 5,0 mg; sddio, 500 mg; fosforo, 1200 mg; e zinco, 15 mg.

Ao se comparar, de forma global, o conteido de minerais dos concentrados as exigéneias
nutricionats, verificar-se-a que seria necessario ingerir mais de 500g do concentrado por dia para
atender a estas exigéncias, ou seja, este pruto ndo poderia ser a Gnica fonte de minerais na dieta.
No caso da ncorporagio em produtos para fins médicos teria que se fazer a suplementagio

mnaral.

Lisina guimicamente disponivel

Pelo fato da lisina se constituir em um aminoacido reativo, a determinacio de sua
disponibilidade pode servir com indicador de efeito de processamento. A Tabela 7 apresenta os
resultados da andlise de lisina disponivel através do método de Kakade & Liener (1969). Lisina

total foi determinada através de HPLC, conforme descrito para analise de aminoacidos.
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Tabela 7. Lisina disponivel de concentrados protéicos de tilapia do Nilo

Concentrados Lisina disponivei Lisina total Lisina disponivel
(/100 g proteina)  (g/100 g proteina} {%)
Proteinas totais 6,16+013a 9,85 62,54
Etanol a frie 8,57 +038¢ 10,24 83,69
Etanol/Hexano 6,94 + 036 b 9,00 77,11
Surimi 7,63 4+0,25b 10,24 7451
Surimi/Etanol 7,28 + 0.26 ab 9,92 73,39
Fosfatos 8,46 £ 0,16 ¢ 10,11 83,68
Fosfatos/Etanol 6,89 +0,07b 9,68 71,18

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

A retengdo da disponibilidade de lisina foi superior a 70% em todos os concentrados,
exceto para o concentrado de proteinas totais (PT), o que ¢ perfeitamente aceitavel uma vez que
foi submetido a varios tratamentos com etanol a quente para redugfio da gordura. O concentrade
tratado com etanol a frio (E) e aquele acrescido de fosfatos se mostraram estatisticamente
diferentes ao tratado com etanolhexano, ou dos obtidos com a tecnologia do surimi, mas os

valores foram muito proximos,

4.1.2 Caracterizacio quimica dos residuos de processamento

Dados de composicio centesimal dos dois subprodutos de processamento descritos na
metodologia foram analisados e s@o apresentados na Tabela 8. O teor protéico destes residuos
justificon o estudo de suas propriedades nutricionais. Os resultados de ensaios “in vivo™ com o
residuo da desossa mecinica constam da Tabela 29 e se verificou que o produto apresgntava
baixa digestibilidade, comparativamente aos demais concentrados, ¢ por esta razdo optou-se por
preparar um hidrolisado deste residuo com 25% de grau de hidrélise. Ao se tratar da avaliagdo
nutricional dos concentrados e hidrolisados, (item 4.4) serfio abordados aspectos da avahacdo
nutricional destes sub-produtos, incluindo a digestibilidade para peixes. A Tabela 9 mostra a

composicio de minerats destas fragdes.

O objetivo foi ¢ de verificar a potencialidade do use destes sub-produtos na alimentacao
animal, e mais objetivamente, para alimentagdo de peixes. A garantia da alta produtividade ¢
otimo crescimento dos peixes dependem de que sejam atendidas suas necessidades protéico-

energeticas e de demais nutrientes essenciais, nas proporgoes requeridas. Por outro lado, se estas



76

necessidades podem ser supridas por fontes mais baratas de nutrientes, os resultados passam a ser

mais atraentes do ponto de vista econdmico.

Tabela 8 Composiciio centesimal de snb-produtes de tilapia do Nile

Material Residuo desossa **Residuo Proteina
mecanica Hidrolisado sarcoplasmatica

Proteinas 61,62 65,76 68 87
Gordura 13,55 11,00 1,67
Umidade 3.00 4.68 16,30
Cinzas 20,33 18,19 18,14
{arboidratos (3,31 0,30 nd*

Total 98.81 99,87 99 98

*nd = ndo determinado

*¥(rau de hidrohise = 25%

Tabela 9. Composicie mineral dos sub-produtos de processamento de tilapia do Nilo

Residuo desossa

P. Sarcoplasmaticas

Minerais (mg/100g) {mg/100g)
Calcio 6091 78
Fasforo 2913 1731
Magnésio 1035 77
Potissio 3782 3121
Sodio 2140 2228
Aluminio 1.86 7
Bario 3,04 nd
Beritio 0.01 il
Cobre 0,88 i1
Cromo 0.31 3
Ferro 8,27 58
Litio 0,06 0,01
Manganés 0,28 I
Vanadio 0,11 0,02
Zinco 1.56 2
nd = ndo determinado

Nio foi possivel determinar alguns dos micronutrientes minerais da  fragdo

sarcoplasmatica, devido a presenca de excesso de sodio na amostra decorrente do tratamento com

solugdo salina.
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4.1.3 Eletroforese dos concentrados protéicos de tilipia do Nile

Quando se submete a miosina a eletroforese com SDS observa~se uma cadeia pesada (200
kDa) e tres leves, cujos pesos moleculares para tilapia seniam: 25 kDa, 17,5 kDa ¢ 14 kDa. Para
actina o peso molecular estana em torno de 43k Da. O peso molecular da tropomiosina ¢ de 68
kDa, e estd formada por duas cadetas. A troponina tem ires componentes: froponina T 37 kDa,
ou 30 kDya; troponina C 21 kDa e troponina I, 19 kDa (Suzla, 1987; Chang & Regensten,
1997).

A troponing € a tropomiosing jumntas constifuem mais de 10% das proteinas do tecido
muscular. A troponina estd associada aos filamentos finos cimentando a longa cadeia de
fropomiosing no encaixe da actina (Morrissey et afii, 1987). Penny & Ferguson-Pryce (1979)
demonstraram que a troponina T € a proteina mais sensivel & protedlise € que portanto pode ser
utilizada como marcadora para conirole da protedlise pds-morten. A presenga dos peptidios
resultantes da hidrolise da troponina T, sugeridos por Penny & Ferguson-Pryce (1979), como
sendo de 34 kDa, 30 kDa, e 27 kDa é dificil de detectar porque os pesos moleculares destes
peptidios se confundem com os das demais fragbes de troponina & agueles das cadeias leves de
miosina. Foram encontrados peptidios com peso mwolecular de 27 kDa e 30 kDa, em todas as

preparagdes, mas podem corresponder as sub-unidades da B-actina {Hultin, 1993},

Os concentrados referidos no fluxograma da Figura 1 foram analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 12,5%. Conforme se verifica na Figura 9, as preparagdes contendo
fosfato (F, e FE) apresentam a banda de troponina T (37 kDa), logo abaixo da actina (43 kDa).
Nas demais preparagdes, esta banda esta ausente. Isto poderia sugerir algum efeito protetor dos
fosfatos, eventualmente diminuindo a susceptibilidade da proteina & autdlise. Efeito semethante foi
observado por Chang & Regenstein (1997), quando estudavam o efeito de fosfatos sobre as
propriedades funcionais de bacalhau (Gadus morhua). Embora nio fosse o objetivo do trabalho,
verificaram que quando se utilizava polifosfato, e especialmente nexametafostato de sodio, a
banda correspondente 2 subunidade da troponina aparecia com mator intensidade que na amostra
controle. O hexametafosfato de sodio € o componente majoritario na mustura de polifosfatos

empregada neste trabatho (Figura 3).
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Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida de concentrados protéicos de tilapia do Nile
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Na Figura 9 pode-se observar protedlise das cadelas pesadas de miosina, caracterizada
pelo aparecimento de linhas finas. Normalmente esta € uma banda bem intensa quando se procede
a eletroforese de amostras recém preparadas Outra evidéncia da protedlise da miosina siio as
bandas na regifio intermediaria entre 70 kDa e 140 kDa (Cheng er afii, 1979; Penny & Ferguson-
Pryee, 1979, An ez alii, 1994, Xiong & Decker, 1995, Bergakul, 1997, hang er alii, 1997). A
protéolise sempre foi uma preocupagio na manufatura de surimi de pescado, devido & atividade
autolitica, pois provoca deformages no gel e alteragdes nas demais propriedades funcionais
{Benjakul, 1997, Jiang e alii. 1997} Jiang e alii {1997) estudaram o efeito da degradaciio do
surtmi de cavala (Scomber ausirlasicus), devido & agdo das catepsinas B e L, presenies nos
hisossomas, sobre a miosina. Verificaram que apos a retirada da polpa. lavagem com NaCl, agua e

NaHCO: 0,4%, que foi semelhante as etapas iniciais empregadas neste trabalho para todos o5
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concentrados (Figura 1), ainda encontraram 87% da atividade das catepsinas B e L. A
temperatura otima de atividade destas enzimas € de 50-55°C. An et aiii (1994) reportaram que
entre as proteinas de pescada, a miosina foi a mais extensivamente hidrohisada, seguida pela
troponina T e tropomiosina. A protedlise dos concentrados n3o parece ter contribuido
favoravelmente para o aumento da solubilidade dos concentrados, pois s#io todos de baixa
solubilidade. A catepsina L, pode se associar com as miofibrilas atraveés de interagles
hidrofobicas, tornando-a menos sohivel em agua (Lin et alif, 1993). Por outro lado, ndo temos
como avaliar o efeito sobre as propriedades funcionals porque a protedlise ocorre nas primeiras

etapas do processamento, mesmo quando se trabalha a baixas temperaturas {4°C).

A oxidagdo de lipidios em presenga da miosina também pode contribuir para o seu
desaparecimento, ¢ neste caso desapareceriam tambeém as bandas gorrespondentes as cadeias
leves (Xiong & Decker, 1995), mas foi dificil verificar este efeito devido a presenca de produtos
de protedlise cujo peso motecular se confunde com o das cadeias leves (25 kDa e 18 kDa). Por
outro lado, como se verificou, o niimero de TBARS dos concentrados estava bem abaixo do vaior

em que as alteraghes comegariam a aparecer.

4.1.4 Propriedades funcionais dos concentrados protéices

Conforme mencionado anteriomente, o concentrado de proteinas totals foi o primeiro a
ser produzido. Obteve-se um produto com aparente estabilidade quimica, auséncia de odor e
estabilidade microbioldgica (mesofilos 5400 UFC/g; coliformes totais <0,3 NMP/g, bolores ¢
leveduras < 10 UFC/g), mas desprovido de funcionalidade.

Foram preparadas formas alternativas de concentrados para se tentar melthorar a
funcionalidade do concentrado e procedeu-se ao estudo das propriedades funcionais destes
concentrados de forma sumaria apenas para se detectar qual a melhor forma de preparo. O
concentrado que apresentou melhor funcionalidade foi preparado em mator quantidade para o
estudo mais detalhado de suas propriedades funcionais. Desta forma, o aprofundamento das
discussdes se fara com relagio ao concentrado CP, concentrade EQ, que serviy de matéria prima

para os hidrolisados, e para os hidrolisados (item 4.3).
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O} tratamento com solventes foi uma forma de eliminar gordura, mas se tentou fazer o
processo a frio (etanol, e etanol/hexano) para muinimizar a perda de funcionalidade decorrente do

tratamento térmico.

A adociio da tecnologia de preparo do surimi neste trabalho, partiu do pressuposto que,
do ponto de vista bioguimico, o surimi é um concentrado de proteinas miofibrilares de pescado,
estabilizado por crnioprotetores CcoOmo  Sacarose, polidis (sorbitol, Palatmit, lactitol), ou
polidextrose e fosfatos complexos (Sych ef alii, 1991; Lee, 1986). Uma das causas da perda de
funcionalidade das proteinas miofibrilares ¢ a desnaturagio causada pelo congelamento ou por
acio do calor. As condigdes brandas do preparo do surimi garantern a obtengdo de um produto
com melhores propriedades funcionais, especialmente no que se refere a formagio de gel

{Reppond ez alii, 1995},

A opgio pelo concentrado tratado com polifostatos considerou que a natureza ¢
concentracio de ions tem efeito significativo sobre aspectos importantes da funcionalidade das
proteinas como: absor¢do de agua, inchamento e solubilidade. O modo de agdo dos fosfatos em
carnes ndo esta fotalmente esclarecido, mas sabe-se que promovem a exiraglo de proteinas, a
dissociaco da actomiosina e a solubilidade da miosina, elevam o pH, aumentam a forga 16nica e
seqiiestram metais alcalino-terrosos (Kinsella, 1976, Morrissey ef alii, 1987, Borderias &
Montero, 1988; Cheftel er alii, 1989, Hall & Ahmad, 1992; Panyam & Kilara, 1996).

Solubilidade e capacidade de absorgiio de dgua e de gordura

A Figura 10 mostra o efeito do pH sobre a solubilidade dos concentrados em solugio de
cloreto de sodio 0,5 M, porque se verificou preliminarmente que a solubilidade era SUperor nesta
concentragio salina. O pH de minima solubilidade para todos os concentrados ficou na regido de
4.5, aumentando & medida que o pH atingiu a faixa alcalma como ocorre com a matoria das
proteinas. A pH 7,0 os concentrados com menor solubilidade foram os de proteinas totais (PT) e
o obtido com etanol/hexano (EH). O primeiro devido, possivelmente & desnaturag@o proteica
acarretada pelo processamento com etanol a guente, € © segundo, em decorréncia do carater
hidrofobico do tratamento com solventes. Os mais soluveis foram os tratados com polifostatos
(F) e obtidos através da tecnologia do surimi (8), respectivamente. O traiamento adicional com
etanol para eliminar a gordura promoveu a diminuicdo da solubilidade para ambos os

concentrados, eventualmente pela mesma razdo considerada para o concentrado EH.
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Figura 10. Solubilidade de concentrados protéicos de tilapia do Nilo em fun¢io do pH em
cloreto de sodio 0,5M

As proteinas miofibrilares de pescado sdo mais sensiveis a desnaturagdo que as dos
mamiferos. As alteragdes bioquimicas que ocorrem no musculo durante o “rigor mortis” e
aquelas decorrentes do processamento afetam significativamente as propriedades funcionais das
proteinas musculares. Existe muita controvérsia na definicdo de desnaturacdo. O processo de
desnaturagdo geralmente envolve alteragdes na estrutura ordenada da proteina nativa, sem a
ruptura de ligagdes covalentes. Pode envolver inicialmente o desenovelamento da proteina sem
perda na solubilidade. Esta etapa ¢ seguida geralmente por agregacdo. Esta seqiiéncia e as
velocidades relativas variam de uma proteina para outra. A diminui¢do da solubilidade € usada
freqiientemente como um indice de desnaturagdo. A falta de funcionalidade de concentrados
protéicos de pescado, com vistas a obtengdo de um produto com baixo teor de lipidios, dificultou

por muitos anos a utilizagdo dos concentrados protéicos de pescado (Kinsella, 1976).

Os processos de secagem, e especialmente no caso das proteinas de pescado, a
liofilizacdo, afetam negativamente as propriedades funcionais. Venugopal et alii (1996),

prepararam dois concentrados de pescado, tratando a polpa cominuida com acido acético glacial
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para promover a geleificagio. Compararam o efeito de dois processos de secagem: o prmeiro for
seco a0 ar (temperatura ambiente) e outro seco por “spray drying”. O produto seco av ar
apresentou menor solubilidade, em agua ou frente a vanaveis concentragoes de NaCl, e menor
capacidade emulsificante. O concentrado seco por “spray drving” fol quase totalmente solovel em
presenca de tripolifosfato de sodio. A composigio for semethante & obtida para os concentrados
aqui reportados, mas o valor nutricional do concentrado seco por “spray drying” foi superior ao

S8C0 a0 ar.

A capacidade de absorgdo de agua ¢ um fendmeno importante na tecnologia de alimentos,
pois a agua absorvida em pequenas quantidades n&o atua como solvente, mas contribui para dar
corpo ¢ aumentar a viscosidade. A capacidade de absorgio de dgua e de éleo dos concentrados
pode ser verificada nas Figuras 11 e 12, respectivamente. Como este & um ensaio preliminar
apenas para detectar qual a forma de concentrado com methor funcionalidade ndo se fez estudo
do efeito de pH, sendo a analise conduzida no pH final de processamento dos concentrados, ou

seja, em torno de 6,5,

Analisando-se a Figura 11 constata-se que todos os concentrados apresentaram alta
capacidade de absorgio de agua, 4 excegio do concentrado de proteinas totais (PT)}, obtide por
extracdo alcoolica a quente, Possivelmente este tratamento promaoveu a agregacio wreversivel da
proteina, dificultando a interagio com a agua. A maioria dos concentrados apresentou rapida
absorgdo, atingindo o maximo em tomo de 10 segundos. O concentrado preparade com a
tecnologia do surimi (8), tanbém apresentou elevada capacidade de absorgio de agua, mas com
perfil de absorgio diferente dos demais. Aparentemente O tratamento com etanol € a utilizacio do
sistema hetanol/hexano contribuiram para melhorar a capacidade de absorgic de agua, ao
contrario do que ocorreu com a solubilidade da proteina. De acordo com Cheftel et alii (1989}

nfio existe relacio entre solubilidade ¢ capacidade de absorgdo de agua.

Proteinas nativas 1ém menor capacidade de absorgdo de igua que as mais desnaturadas,
porque a alta hidrofobicidade de superficie da proteina mais desnaturada promove a formacéo de
uma matriz protéica (estabilizada por interagdes hidrofbbicas) capaz de reter apreciavel

quantidade de agua em sua estrutura (Wagner & Afon, 1990}
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O concentrade de proteinas totais apresentou a menor capacidade de absorgie de oleo. O
concentrado fosforilado (F) ¢ o produzido de acorde com a metodologia empregada para o
preparo do surimi (8) apresentaram os valores mais elevados. De acordo com Kinsella (1976}, a
preparaciioc de complexos proteina-fosfato a partir de concentrados de pescado origina produtos
com boa funcionalidade, entretanto estas propriedades podem se detertorar durante o
armazenamento. Quando estas preparagdes s3o adicionadas de carboidratos durante o
processamento, as propriedades funcionais podem ser ainda melhores, e a estabilidade funcional
mantida por armazenamento refrigerado. Aparentemente o tratamento posterior com etanol
reduziu esta propriedade, conforme se verifica na Figura 12 para os respectivos extratos. Valores
da ordem de 1,30 a 1,40 g agua/g proteina, ¢ de 0,85 a 0,95 g de Oleo/g proteina foram

verificados por Moharram er afii (1989) em isolados protéicos de pescado.

Formacio de espumas e emuisbes

A Tabela 10 registra os valores de capacidade emulsificante, indice de atividade
emulsificante e de estabilidade de emulsiio dos diferentes concentrades. A proteina adicionada de
polifosfatos apresentou a maior capacidade emulsificante, superior, inclusive, & preparada por
Spinelli ez alii (1972b), que variou de 145 a 224 g Oleo/g de proteina. O valor para o surimi foi
proximo ao da proteina contendo fosfatos. Ambos os concentrados apresentaram tambem elevada
capacidade de absor¢do de gordura, o que justifica este resuitado. A capacidade emulsificante do
concentrado de etanol/hexano preparado por Cobb III & Hyder (1972) fo1 de 155 mbL de dleo/g
de proteina a pH 2,0 e de 60 mL a pH 5. Valores mais baixos, em torno de 50 a 60 ml, de oleo/g

proteina, foram reportados para pequenos peixes pelagicos (Moharram et alii, 1989).

Tabela 10. Capacidade emulsificante de concentrados protéicos de tilapia do Nilo

Concentrados CEM EE IAE
Fosfatos (F) 278,92 £21,30d 7088+ 0,35 b 3154+143¢
Fosfatos/etanol (FE) 24478 +13.20¢ 67.85 £ 0,06 ab 27.50+032b
Etanol a frio (E) ndo formou
Etanol/hexano (EH) 211,11 +£509b 75,16 £ 1,08¢ 278103850
Surimi {8) 226,00 £ 2,65 be 73.29 £0,29 be 3136 +250¢
Surimi‘etanol {5E) 13033 £202a 6204 +0,16 4 16,09 £063a
Proteinas totais (PT) ndo formou

Meédias seguidas de mesma letra {colunas) no diferem estatisticamente
CEM = Capacidade emulsificante {ml. oleo/g proteina)
LAE = Indice de atividade emulsificante (m*/g) EE = Estabihdade da enmulsdo (%)
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Os ensaios preliminares referentes 4 capacidade de formagio de espuma dos extratos,
encontram-se resumidos na Tabela 11. Os concentrados que apresentaram maior capacidade
formadora de espuma foram aqueles tratados com fosfatos, seguidos das preparagdes do SULIm,
Para o caso dos concentrados tratados com fosfato, ¢ etanol nfio diminuiu a capacidade
formadora de espuma ou sua estabilidade, o que ndo ocorreu com as preparagdes baseadas no
surimi. Para avaliagio da estabilidade da espuma devem ser considerados dois aspectos: a
drenagem de liquido ¢ o colapso da espuma. A estabilidade de espuma mostrada na Tabela 11
refere-se ao colapso da espuma, e o concentrado contendo fosfatos foi o mais estavel, seguido da
preparacio do surimi, A menor drenagem de liquido foi observada com as preparagdes de sunm,
para as quais o processo de batimento originou um produto de alta viscosidade, semelhante a um

gel aerado. O concentrado de proteinas totais ndo onginou espuma.

Tabela 11. Capacidade de formaciio de espuma de concentrados protéicos de tilipia do

Nilo
Concentrado CESP (%) EESP (%) LD (%)
Fosfatos (F) 220,00 26,36 94,00
Fosfatos/etanol (FE) 254,00 45,67 96,00
Etanol (E) 140,00 1,43 98,00
Etanol/kexano (EH) 150,00 6,67 100,00
Surimi (8) 211,82 3433 89,09
Surimi/etanol (8E) 155,56 1,43 90,00

Proteinas totais (FT) N - -

CESP =Capacidade de formacio de espuma EESP = Estabilidade da espuma apos 10 mm
LD = Liquido drenado apos 10 mun

Flexibilidade

Na literatura cientifica sio inmimeros os trabalhos que procuram correlacionar
funcionalidade e estrutura de proteinas, especialmente no que se refere as propriedades de
superficie, Atuam, além dos fatores ambientais, a hidrofobicidade e tensdc interfacial das
proteinas. As proteinas sio susceptiveis a desnaturagio na interface ar/igua e oleo/agua. Esta
desnaturagio promove aumento da hidrofobicidade ¢ da capacidade emulsificante ¢ de formacdo
de espuma (Voutsinas ef alii, 1983; Li-Chan e afii, 1984; Townsend & Nakai, 1985, Medina 1
afii, 1992; Lee er alii, 1992, Kato et alii, 1983).
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De acordo com Kato et alii (1985), moléculas protéicas mais flexivels seriam mais
susceptiveis 4 desnaturacio de superficie que as molécuias mais rigidas. O autor sugere que a
susceptibilidade a proteases poderia ser um meétodo para avaiiar a flexibilidade da proteina, uma
vez que esta susceptibilidade depende muito mais da conformagio da proteina que de sua
estrutura primaria. As transigdes de proteina nativa para proteina desnaturada podem ser
avaliadas através de calorimetria associada a espectrometria no ultravioleta, mas € necessario que
a proteina seja solivel, e preferencialmente purificada, mas pequenas alteragbes na conformagio
aumentam a susceptibilidade 4 digestdo proteolitica e conseqilentemente a flexibilidade (Imoto ef
alii, 1976). O método para determinagio de flexibilidade ainda no esta estabelecido. Tonsend &

Nakai (1983) utilizaram a relafio: niimero de ligagbes dissulfeto/peso molecular.

Modificacdes quimicas nas proteinas como acetiagdo aumentam a flexibilidade e
melhoram as propriedades de superficie. O coeficiente de correlagio para capacidade
emulsificante de quatro proteinas acetiladas: lisozima, ovoalbumina, ovotransferrina ¢ globulina
11S foi de 0,91 (p£0,01) para capacidade de formagdo de espumas ¢ de 0,87 (p£0,01) (Kato ez
alii, 1985).

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados da determinagio de flexibilidade nos
concentrados protéicos de tilapia do Nilo, expressos em % proteina hidrolisada/mun. Os valores
mais elevados foram obtidos com os concentrados baseados na tecnologia do sunm {S), aqueles
adicionados de fosfatos (F) e o tratado com etanol/hexano (EH), que comcide com os valores
mais elevados de capacidade emulsificante. O concentrado tratado com etanol a frio (E)
apreseniou alto valor de flexibilidade, mas nfo apresentou capacidade emulsificante e nem de
formacio de espuma. Segundo Medina et alii {(1992), a fosforilagio compromete a flexibilidade
da proteina, especialmente na regido de pH proxima ao ponto isoelétrico. Eventualmente a
interacio dos polifosfatos com as proteinas miofibrilares poderia ter contribuido para baixar o
valor da flexibilidade nos concentrados F ¢ FE, que apresentaram bom desempenho em termos de

propriedades funcionais.
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Tabela 12. Flexibilidade de concentrados protéicos de tilapia do Nilo

Proteina Fiexibilidade (%%6/min)
Albumina 15078073
Etanol a Frio 11,260,311 d
Surimi 13324053 e
Proteinas Totais 798£0,21 b
Etfanel 2 Quente 630055 a
Fosfatos/Etanol 7.94+0,68 a
Fosfatos Q,7840,46 ¢
Surimi/Etanol 10,94+0,27 ed
Etanol/Hexano 10.11+0,23 ed

Média seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey {p<0,05)

Quando todos os concentrados foram considerados na analise da relagdo entre a
capacidade de formagdo de espuma e a flexibilidade, o coeficiente de correlacdo (r) fol de 0,10
(p<0,05). A exclusdo dos concentrados contendo fosfato fez com que o valor se elevasse para
0,97 (p<0,05). Eventualmente, a capacidade de formagdo de espuma fo1 muito mais afetada pela
adicdo dos fosfatos do que poderia ser explicado pela flexibilidade. Kato & Nakai (1983)
obtiveram coeficiente de correlacio de 0,91(p<0,01) entre a flexibilidade e a capacidade de
formagio de espuma de varias proteinas. Embora, 2 flexibilidade da proteina seja um dos fatores
determinantes na formagdo de espuma, outros fatores também devem ser considerados (Kato er
alii, 1985 Tonsend & Nakai, 1983). Para formar espuma, a proteina precisa se difundir na
interface ar/agua e se orientar de forma a abaixar a tensio interfacial e se polimerizar. Neste
processo devem ser considerados, a tensio interfacial, a wviscosidade, a solubilidade e a
hidrofobicidade da proteina. A complexidade das reagdes envolvidas na funcionalidade das
proteinas ndo permite que se fagam previsdes a respeito da funcionakidade partindo de um unico
indicativo, mas a flexibilidade deve ser mais um dos parametros a ser introduzido na analise global

das propriedades funcionais das proteinas.

A maioria dos estudos que apresentam alta correlagio entre funcionalidade ¢ flexibilidade
sio realizados em proteinas purificadas e néo em sistemas complexos como um concentrado
protéico. Além de tudo, tais proteinas néo foram afetadas adversamente por processamento que

poderia induzir desnaturagao.
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4.1.5 Concentrado protéico tratado com polifosfates (CP)

Concentrados protéicos com excelente funcionahidade tém sido desenvolvido 2 partir de
varias espécies de peixes (Venugopal & Shahidi, 1995). De um modo geral o concentrado tratado
com fosfatos e o obtido com a tecnologia do surimi apresentaram as melthores caracteristicas em
termos de propriedades funcionais, mas especialmente no caso do surimi se faz necessario um
tratamento adictonal para eliminago da gordura e conseqiiente estabilidade do produto. Devido &
presenca de carboidratos nfio foi possivel determinar o mimero de TBARS neste concentrado, ¢
avaliacio da oxidacio atraveés do nimero de peréxidos, tal como precomzado pela AOAC, requer
uma quantidade de material da qual ndo se dispunha, e com a téenica reduzida, nfio houve
formacdo de cor em presenca de iodo. Contudo, verificou-se alteragfo de cor mesmo no
armazenamento refrigerado deste concentrado. Por outro lado, as preparagdes Surimi (8) e
Surimi/Ftanol (SE) mostraram os menores rendimentos. A desvantagem da presenga de
carboidratos e a obtenco de um produto de menor teor de proteinas, como ¢ o caso das

preparacdes 8 e SE restringe sua aplicagio comercial.

Do ponto de vista nutricional nio houve diferenga estatisticamente significativa entre os
concentrados Surimi/Etancl (SE) e Fosfatos/Etanol (FE) comparativamente 4 caseina, no que s¢
refere a digestibilidade e valor biologico (Tabela 29). Com base nestas consideragdes e devido ac
maior rendimento do concentrado com Fosfatos/Etanol optou-se por produzi-lo em maior
quantidade para o estudo mais detalhado das propriedades funcionais. A partir daqui, para evitar
confusdes com o concentrade FE, este concentrado sera designado CP. O processo foi

conduzido de acordo com o fluxograma da Figura 3.

A determinacio de substincias reativas ao acido tiobarbitiirico (TBARS) foram realizadas
6 meses apos a produgdo do concentrado, obtendo-se o valor de 1.24 pmoles/kg. Onze meses
apos, encontrou-se o valor de 1,97 pmoles/kg. Segundo, Molins ef alii {1987), os fosfatos
previnem a rancidez oxidativa, partindo da observagdo de que pastéis de carne adicionados de
diversos tipos de fosfatos, apresentaram valores de TBARS menores. Ha também a possibilidade
de interferéncia dos fosfatos na determinagdo do valor de TBARS. Shahidi er afii (1987}
verificaram o efeito de combinagdes de antioxidantes com ascorbato de sodio ¢ tripolifosfato de
sédio ou EDTA. Observaram um forte sinergismo entre ascorbato e polifosfatos, especialmente
com hexametafosfato de sodio. O estudo das propriedades funcionais deste concentrado sera

apresentado comparativamente com as propriedades funcionais dos hudrolisados (Item 4.3).



4.2 PREPARO E CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS

4.2.1 Otimizacio das condicdes de hidrélise

Foram feitos ensalos preliminares com enzimas como Alcalase® Flavourzime® e Esperase®
{Novo Nordisk) para estabelecer metodologia para elaboragdo dos hidrolisados e avaliagio do

grau de hidrolise.

A opgdo recaiu sobre a Flavourzime™, que é uma preparagdo composta de varias endo-
proteases ¢ exopephtidases {amino e carboxi terminal), que hidrolisa proteinas extensivamente
(Pommer & BFA Protein, 1995). Uma das vantagens da utilizagio de Flavourzime® em relaciio a
Alcalase® é o menor cometdo de sal formado no hidrolisado, porque no primeiro caso o pH ¢
mantide em 7,0 no decurso da reagio, e no caso da Alcalase™ em 8,0. Por outro lado, pode-se
preparar hidrolisado com Flavourzime™ sem adi¢io de soda pois a queda do pH pode ser uma
vantagem porque sendo uma mistura de proteases, novas enzimas exercerio sua agiio. Tem se
verificado que a hidrolise de varios substratos com Flavourzime a pH 5,0 proporciona hidrolisado
com excelente sabor (Pommer & BFA Protein, 1995). Outra vantagem ¢ que Flavourzime® ¢ mais
termolabil que as demais enzimas citadas, sendo possivel inativa-la 20 término da hidrolise por
tratamento termico (3 min a 85°C a pH 7.0} Quanto menor o tempo e a temperatura para
nativacdo da enzima, menores os efeitos deletérios sobre as propriedades funcionais e nutritivas

dos hidrolisados (Novo Nordisk, 1995¢).

O concentrado de proteinas miofibrilares (EQ) serviu de base para o preparo dos
hidrofisados. A Figura 13 apresenta o efeito da concentracio da enzima sobre a velocidade e
extensdo da hidrdlise, quando se utiliza 12% de concentracdo de substrato, pH 7.0 e 50°C. Esta
concentragdo de substrato permite 2 obtengio de uma suspensio protéica que possibilita uma boa
homogeneizacio durante o periodo de hidrolise e bom rendimento na producdo de hidrolisado.
Apesar de Inicialmente espessa, a suspensdo fluidifica &4 medida que a hidrolise progride. efsito
que se verifica logo nos primeiros minutos. A concentracdo de substrato recomendada pelo
fabricante da enzima é de 8-12% e a dosagem de enzima na faixa de 0.5 a 2.0g/100g de proteina a

ser hidrolisads.
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Figura 13. Efeito da relacdio ES sobre o grau de hidrolise de concentrado protéico (EQ)
de tilapia do Nilo ([S = 12%])

O estudo cinético do processo é complexo devido aos varios tipos de ligagdes peptidicas
envolvidas e suas diferentes vulnerabilidades ao ataque enzimatico durante o processo hidrolitico.
Estes efeitos tornam dificil interpretar os resultados experimentais através de equagdes cin€ticas e
reduz o significado dos parimetros obtidos. Como muito destes processos tém importancia
econdmica e sdo protegidos por patentes, todos os trabalhos publicados tendem a estudar estas
caracteristicas em termos de grau de hidrolise. O decréscimo observado na velocidade de hidrolise
pode ser atribuido a trés fatores: a) decréscimo na concentragao de ligagdes peptidicas suceptiveis
a hidrolise; b) possivel inibi¢io da enzima pelos produtos de reagdo; e c) desnaturagao da enzima

(Gonzales-Tello et alii, 1994b).

A determinagdo do grau de hidrélise no caso deste experimento foi efetuada mediante a
quantificagdo do consumo de uma solugdo de hidroxido de sodio 1 N. O método do pHstat foi
utilizado durante o preparo do hidrolisado para acompanhar o curso da reagdo. O método
recomendado pelo fabricante da enzima ¢ o do TNBS, mas ndo se pode emprega-lo para
acompanhamento da hidrolise, pois apos retirada da aliquota para analise, além do tempo
requerido para pipetagem, o método requer 1 hora de incubagdo a 50°C e 30 min a temperatura
ambiente apos parar a reagiio, para proceder a leitura no espectrofotémetro. Detalhes sobre estes

métodos estdo apresentados na parte de Revisiio da Literatura (item 2.6.2).
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Procurou-se estabelecer a correlagio dos resultados obtidos pelos dois métodos. O
critério foi realizar a determinagdo pelo TNBS retirando uma aliquota, coletando-a em TCA 10%,
e realizar a determinagdo do grau de hidrolise no material filtrado através de papel de filtro
Whatmann 42. Foram analisadas comparativamente 103 amostras. Os resultados aparecem no
diagrama de dispersio da Figura 14. A equagdo que representa a relagéo e que pode ser utilizada
para prever o grau de hidrélise determinado pelo método do TNBS, a partir do pHstat, para estes
experimentos, é¢. TNBS = 2,243 pHstat - 2,0848. O coeficiente de determinagdo foi bastante

elevado, 0,9178, ou seja, 92% da variancia ¢ explicada pela relagao entre os dois métodos, além,
é claro, dos fatores aleatorios. O modelo proposto foi: y = Bo + B1 X + €. Através da Analise de

Regressio (p<0,05) verifica-se que o modelo proposto diminui bastante a variancia residual (de

506,84 para 41,61).

|
| 250 + %0
7]
z
= 200+ y =2243x - 2,0848
| R*=09178
150 +
| 100 +
5,0 2 T
*
00 ' | - | - -
00 20 40 60 80 100 120
. pH stat
[ i |

Figura 14. Correla¢io de metodologia para determinaciio de grau de hidrélise

Webster et alii (1982) estabeleceram equagdes semelhantes para correlacionar os valores
de grau de hidrolise pelo TNBS a partir da adi¢do de base. As equagdes diferiram em fungao da
enzima (Alcalase© ou Neutrase®) e em fungdo do tecido hidrolisado (rumen, pulmdo). Nas
equagdes de regressdo encontradas por estes autores para Alcalase® o valor do coeficiente de
inclinagio da reta era muito préximo de 1, valor este que também observamos nestes

experimentos.
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Figura 15. Intervalos de confianca e de predicdo da relacio TNBS/pHstat

A vpartir do intervalo de confianga (Figura 15) pode-se calcular com 95% de certeza o
valor do TNBS a partir do pHstat. Este modelo serve apenas para as condi¢des aqui testadas: pH
7,0; 50°C; o = 0,44 e tendo como substrato o concentrado de proteinas miofibrilares de tilapia do

. - . ®
Nilo, e como enzima Flavourzime~.

4.2.2 Composi¢ao centesimal dos hidrolisados

Foram preparados hidrolisados com baixo grau de hidrolise para estudar o efeito sobre as
propriedades funcionais. Hidrolisados com grau de hidrolise elevado poderdo ser destinados a

formulagdo de alimentos para fins especiais.

A Tabela 13 apresenta a composigao centesimal dos hidrolisados com diferentes graus de
hidrélise, comparativamente & do concentrado que lhe deu origem (EQ). O teor de proteinas de
todos os hidrolisados esta ao redor de 90%. A diferenga no teor de cinzas decorre da adi¢ao do
hidroxido de sodio durante a hidrolise, devido a utilizagdo do método do pHstat. A gordura se
distribui de forma aleatéria entre o sobrenadante e o precipitado durante a centrifugagdo. Um
hidrolisado de pescado tipico contém de 75 a 90% de proteina, 10 a 20% de minerais, 0,05 a
0,8% de lipidios e até 8% de agua. O produto devera mostrar auséncia de odor em dispersoes

aquosas de até 4%, e estabilidade no armazenamento. Deve ser seguro do ponto de vista
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micrebiologico (microorganismos viaveis inferior a 107 UFC/g, auséneia de microflora
patogénica) e ausénciz de toxinas orginicas e de residuos de metal pesado {Sikorski & Naczk,
1981}

Tabela 13. Composicio centesimal dos hidrolisados do concentrade protéico de tildpia

do Nilo*
Grau de hidrolise  Proteinas  Lipidios  Umidade Cinzas Total
(%) (% (%) (%) (%) (%)
BT 25 92,31 2,71 5,49 2,65 163,16
HS 86,33 1,01 7,38 7.01 102,63
HY 90,33 1,94 5,77 2,79 101,03
HT 3,5 89,06 2.7 7,09 2,78 101,63
HS 88,26 0,82 3,81 7,63 100,52
KX 8091 2,38 3,83 2,96 99,08
HY 7,0 88,96 2,71 7,03 2,43 101,13
HS 88,62 1,57 2,69 6,67 99,55
Hi 88,24 2,00 7,67 3,18 100,49
HT 7,5 88,47 2,71 7,01 3,54 101,73
HS 91,21 1,61 2,54 7,00 102,36
Hi 91,04 2,22 4,25 3,33 160,84
HT %0 91,99 2,71 5,84 3,31 103,86
HS 87,36 0,79 7,13 6,02 101,30
Hi 89,30 2,34 6,88 3,37 101,89
HT 140 92,00 2,71 3,73 4,30 102,74
HS 88,60 0,96 6,89 4,59 101,13
HI 90,96 243 2,54 3,87 99 80
HT 22,0 87.72 2,71 4,22 4,39 99,04
HS 21,69 0,90 2,65 5,37 100,60
Hi 88,07 3,61 4,64 3,87 100,19
HT 25,0 89,72 2,71 3,87 4,28 100,58
HS 90,20 1,77 2.01 7,37 101,36
BI 89,54 4,04 2,80 4,74 101,12
Concentrado 82,34 2,71 8,38 2,73 96,16

(EQ)

* (O teor de carboidratos ndo for considerado porque na matéria prima sua concentragdo € da ordem de
0,45%.

HT = hidrolisado total; HS = sobrenadante apods cemerifigagdo; HI = sedimento, apos centrifugagio,
conforme descrito no item Metodologia.

Apesar de provenientes de uma mesma matéria pnima as diversas fragdes de hidrolisados
nfic apresentam idéntica composicio. Influem aqui alguns fatores, que podem atuar de forma
1sofada ou aditivamente: (a) a adicdo de hidroxide de sodio durante a producdo do hidrolisado
(pHstat) origina produtos com diferentes teores de cinzas; (b} apesar da tentativa de padronizagio

no processo de liofilizacio ndo fol possivel obter produtos com idénticos teores de umidade; e {¢)
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ndo ¢ possivel controlar a partico da gordura durante a centrifugacdo dos hidrolisados para
obtencao das fragdes H1 e HS, o que faz com que o teor de lipidios seja diferente nas diferentes
preparacdes. Além destes, fatores aleatorios associados 4 qualidade das medidas podem justificar
as diferengas verificadas, apesar do uso de no minimo trés repetiches em todas estas

determinacses.

4.2.3 Determinaciio de peso molecular dos hidrolisados

A Figura 16 apresenta os perfis de eluigio de hidrolisados protéicos de tilapia do Nilo em
HPLC. Em funcio de ndo ser possivel a obtengdo de picos definidos com este tipe de materal,
trabalhou-se com os tempos de retengiio fornecidos pelo “software” do aparetho. A partir da
padronizagdo da coluna, empregando-se os padres citados na Metodologia, foi possivel tragar
um grafico da reciproca do logaritmo do peso molecular (ordenada), contra tempos de retencio
{abcissa). Atraveés de analise de regressio linear chegou-se A equagio da reta: yv=0,0037x +
0,1462, a qual forneceu os valores de peso molecular para os hidrolisados que aparecem na
Tabela 14.

Tabela 14. Pesos moleculares de hidrolisadoes protéicos de tilipia do Nilo (HPLC)

Grau de Pesos molecniares (Da)
hidrolise
2.5% 16187 5122 2181
3.5% 13649 11963 10288 5128 3504 1124
7% 15993 5045
9% 15660 14013 5110 3453
14% 13809 5110 3478 1173
22% 13689 12027 10459 5104 3489 1152
25% 16211 5128 1151
45% 11368 Q072 6297 4920 3419 2349 1104

Conforme ja especificado na metodologia estes hidrolisados foram obtidos com
Flavourzime®, uma preparagio comercial composta de exc e endoproteases. Talvez por esta
razdo, nao exista uma separacio mais nitida de pesos moleculares, uma vez que foram
encontrados valores semelhantes em termos de tamanho molecular para peptidios com diferentes
graus de hidrolise. Além da natureza da preparacfio enzimatica, a utilizacio do sistema em “batch”
contribui para distribuigio ndo uniforme do peso molecular e para o teor elevado de aminoacidos

livres {Figura 19},
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Figura 16, Perfil de eluigiio de peptidios de hidrolisados protéicos de tilipia do Nile (HPLC)
A coluna empregada (Waters Protemn Pak 60) tinha como limnes de exclusio 1 a 20 kDa, e como
padrdes: mubidor da enzima conversora de angiotensina (1101,3 Da; angiotensina 1, 1296,5 Da;

aprotining, 6500 Dz; citecromo C 12327 Da | e B-lactoglobulina 18400 Daj.

Por outro lado, nio foi possivel determinar a proporciio relativa destes peptidios, exceto
se se proceder a etapas de purificagdo adicionais, uma vez gque corforme mostra a Figura 16,
ocorre sobreposicdo, formando zonas de separagdo e ndo picos como € comum encontrar em
sisternas protéicos purificados. O perfil de separagio obtido neste irabatho ¢ semelhante aos
obtidos por outros autores para este tipo de material (Hernandez & Aserjo, 1982, Nakajima
etalii, 1992, Mannheim & Chervan, 1993; Gallagher er alii, 1994; Breen et alii, 1995). Em
algumas regides da Figura 16 verificam-se os mesmos picos, mas com intensidade crescente, o

que pode sugerir 2 existéncia de sitios de clivagem especificos (Haque & Mozaffar, 1992},

A eletroforese dos hidrolisados em gel de tricina a 16% {Schigger & von Jagow, 1987),
aparece na Figura 17. De acordo com estes autores ¢ limite de pese molecular possivel de ser
avaliado por este método € da ordem de 1 kDDa, mas ndo foi possivel obter esta resolucio,
Quando s¢ comparam os resultados obtidos por HPLC (Tabela 14) e eletroforese (Tabela 15),
verifica-se que aparentemente as duas tecnicas sdo complementares porque a resolu¢iio para
eletroforese, ¢ melhor para peptidios com peso molecular superior a 10 kDa, e a partir dai a

determunacdo por HPLC formece resultados melhores. Por outro lado, a coluna Protein Pak tem
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seus limites de exclusio entre 1 e 20 kDa o que explica os resultados. Utilizando-se uma coluna
com limite superior ndo se obteria uma boa separagdo dos peptidios de baixo peso molecular.
Para hidrolisados com grau de hidrolise 14% e 22% a eletroforese ndo foi o metodo indicado para
identificagdo porque se formam manchas e ndo bandas caracteristicas de eletroforese. As medidas

dos Rf foram efetuadas por densitometria.

66 kDa
45 kDa
36 kDa
29 kDa
24 kDa
20 kDa
14 kDa

RAL

Figura 17. Eletroforese em gel de poliacrilamida de hidrolisados protéicos de tilapia do Nilo
Seqiiéncia dos hidrolisados no gel (grau de hidrolise - GH):

1-EQ - Concentrado protéico ndo hidrolisado 4 - GH = 9,0% (Flavourzime)

2 - GH = 3,5% (Flavourzime) 5 - GH = 14% (Flavourzime)

3 - GH = 7,0% (Flavourzime) 6 - GH = 21% (Flavourzime)

7 - GH = 25% (Alcalase)

8 - Marcadores de peso molecular (Sigma M3913): soro albumina bovina (66 kDa); ovoalbumina (45

kDa); glicose-3-fosfato desidrogenase (36 kDa); anidrase carbdnica (29 kDa); tripsinogénio (24 kDa),

inibidor de tripsina (20 kDa); a.-latalbumina (14,2 kDa); e aprotinina (6,5 kDa).
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Tabela 15. Pesos moleculares de hidrolisados protéicos de tilipia de Nilo {eletroforese)

Pesos moleculares (Da)

EQ GH 2,5% GH 7% GH 9% GH 14% GH 22%
56665 62886 21337 34393 10133 G169
33625 35764 41512 28595 2169
28506 28152 32353 21872
24588 240672 29693 15005
22667 21360 24513 12966
20084 16722 23009 9956
18735 13978 19967 8924
15902 13000 15639
11822 10771 12966
10446 9807 11137
9101 9192

Pode-se verificar a eficiéncia do processo hidrolitico, pelo decréscimo do peso molecular
das proteinas, apesar de nfio ter sido possivel se obter resolugdo equivalente com a técnica de
HPLC. O perfil de pesos moleculares, com valores aleatorios, ¢ conseqiiéncia do fato que a
preparacdo de Flavourzime® ¢ uma mistura de proteases, incluindo exo ¢ endo-enzimas (Novo
Nordisk, 1995¢).

4.2.4 Aminoacidos dos hidrolisades

Foram testados quatro sistemas para a analise de aminoacidos livres dos hidrolisados:
extracdo com agua, com HCI 10%, com TCA 10%, lavando-se com €ter para retirar o excesso de
TCA, e em mustura hidro-alcodlica. O perfil foi bastante semelhante gquando se extraiu os
armnoacidos com HCI 10%., agua, ou TCA 10% para a2 matona dos aminodcidos de um
hidrohsado com 25% de grau de hidrolise, e consideravelmente menor quando a extracdo fol
conduzida com mistura de etanol/agua exceto para sermna, gue OS$ OUTOS sistemas ndo

conseguiram extrair (Figura 18}

A Figura 19 apresenta a relagdo entre aminoacidos hvres de todos os hidrolisados
relgtivamente aos aminoacidos presentes no concentrado EQ (etanol a guente) sem hidrélise.
Com grau de hidrolise de 40%, conseguiu-se hberagio de 100% de prolina e de metionina. Para

os demnais a liberagdo foi menor. As analises foram conduzidas na fracdo HS (sobrenadante).
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Figura 18. Efeito do sistema de extracio sobre o perfil de aminoacidos de hidrolisado de
tilipia do Nilo com grau de hidrélise de 25%
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Figura 19. Aminoacidos livres de hidrolisados de tilipia do Nilo em funciio do grau de
hidrolise e em relaciio aos aminoacidos totais do concentrado (EQ)
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A Figura 20 mostra a relagdo entre grau de hidrolise e liberagdo de aminoacidos. A

relagio parece ser logaritmica, e o coeficiente de correlagdo foi de 98%. Desta forma, a equagdo

0,0797x

apresentada na Figura 20 (y = 1,9591 e ) poderia servir para prever, nas condi¢des em que

os experimentos foram conduzidos, a fragdo de aminoacidos livres (p<0,05).
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Figura 20. Relacdo entre grau de hidrélise e liberagio de aminodcidos em hidrolisados de
tilapia do Nilo

4.2.5 Isotermas de sorcdo de agua

O controle da umidade é critico para garantir a qualidade de alimentos. Se por um lado,
alguns alimentos sofrem deteriorago pela perda de umidade, a maioria se deteriora por absorver
umidade. O aumento de atividade de agua leva a perda de qualidade em decorréncia de favorecer
o crescimento microbiano, a oxidagdo, escurecimento, especialmente nao enzimatico, € a

ocorréncia de “caking” (Mannheim et alii, 1994).

A Figura 21 mostra as isotermas de sor¢éo de agua para hidrolisados, a 25°C, em fungio
do grau de hidrélise, € comparativamente ao concentrado EQ (sem hidrolise). Verifica-se que as

isotermas estio muito proximas, independente do grau de hidrolise, contrariamente ao esperado,
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Isto €, que houvesse aumento na sorgio de agua porgue a hidrolise altera a conformagio das
proteinas, produzindo peptidios de cadela curta, sumentando a disporibilidade de sitios polares, e
como conseqiiéncia, o aumento na absorgiio de dgua Este aumento torna o hidrolisado mais
susceptivel a detenoragdo (Puski, 1975). De acordo com o esperado, para o concentrado EQ a
absorgdo de dgua fol inferior a dos hidrolisados. No caso dos hidrolisados é necessario cuidado na
elaboragio de produtos como misturas em pé, com outros ingredientes de elevada atividade de
agua.

Os ensatos foram conduzidos em umidades relativas de 11,3%, 21,7%, 32,78%, 43,16%.
57,57% e 69,9%. Para umidade relativa de 11,3%, houve absorcio de agua de cerca de 6%, para
os hidrolisados e de 2,5% para o concentrado EQ, e em 69,99% de umidade, a absorco se
elevou a 25% para os hidrolisados e assumiu valor de 14% para EQ. O valor obtido para o
concentrado EQ ¢ semelhante aos obtidos por Rasekh er alif (1971) com concentrado de
pescado: para 11% de umidade relativa, a absor¢io foi de 5% e para 86% de umidade relativa,
16% de absorgie. Trabalhando com hidrolisado de proteina de soja, Deeslie & Cheryan {1988)
encontraram perfil de sorgio de umidade muito semelhante para diferentes tempos de hidrdlise,
mas 0s autores nfo determinaram o grau de hidrolise da proteina Igualmente no caso destes

autores, a amostra nfo hidrolisada mostrou comportamento de absor¢do diferente das demais.

A partir de 37% de umidade relativa ocorreu aglomeragio do produto. Para alimentos
como banana hofilizada a aglomeragiio se inicla a 30-35% de umidade, ¢ em produtos como

gelatina, café e cacau, ocorre entre 75% ¢ §0% de umidade (Teixeira Neto & Quast, 1977).

Devido 2 impossibitidade de realizar andlise de variancia de cada curva para verificar se
exaste diferenca estatistica, entre os hidrolisados foi efetuada a analise hierarquica de “cluster”
(Figura 22). Verifica-se que o hidrolisado a 45% de hidrolise mostrou menor similaridade que os
demais hidrolisados entre si, o que concorda com a diferenca apontada na Figura 21,
especialmente para ieores mais baixos de umidade relativa de eguilibric. A localizagio do
concentrado nac hidrolisado (EQ) no dendograma, caracteriza sua dissimilaridade em relacdo aos

hidrolisados.



104

30

20

15

10

g agua/100 g matéria seca

2o

e GH=25% _
GH=17,0% |

—a—GH = 14,0%

——GH=25,0%

—%—GH=450%| |

—o—EQ

0 10 20 30 40 50 60 70

Umidade relativa (%)

Figura 21.

Isotermas de sor¢io de Agua de hidrolisados de tilapia do Nilo e do concentrado EQ
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Figura 22. Anilise hierdrquica de “cluster” das isotermas de sor¢iio de dgua dos

hidrolisados protéicos de tilapia do Nilo, e do concentrado EQ
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4.3 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE CONCENTRADOS E HIDROLISADOS

No preparo do concentrado EQ uma parte do material foi retirado e tratado com
polifosfatos, originando o concentrado CP (Figura 3), o qual, na etapa de selecBo se mostrou um
dos methores concentrados em termos de funcionalidade. Como um dos objetivo deste trabalho &
verificar como as modificacdes operadas nas proteinas afetam as propriedades funcionais, optou-
se por analisar comparativamente os dois concentrados e 0s hidrolisados, uma vez que 0§

hidrolisados sio provenientes de EQ.

4.3.1 Selubilidade

O termo solubilidade deve ser usado com cautela quando aplicado a proteinas porque a
proteina solubilizada constitui um sistema coloidal. Para proteinas musculares podem ser
encontrados os termos dispersibilidade e capacidade de permanecer em suspensao. Na literatura
ciemtifica relacionada a carnes os termos solubilidade e extratibilidade sf#o usados
indiferentemente, assurmnindo que uma vez que a proteina foi solubilizada pode ser facilmente

extraida das fibras musculares (Xiong, 1994),

Os resultados da determinagdo de solubifidade podem refletir efeitos operacionais. Desta
forma, a intensidade do método de dispersdo e as técnicas para remover 2 fracio insolavel podem
afetar expressivamente os resuitados. A forma de preparar a dispersio, adicionando o sélido 2
agua ou vice-versa também influencia o resultado. O tempo de agitago, o tamanho do recipiente,
amanho da barra agitadora e a velocidade de agitagdo irdo determinar o valor final da
solubilidade (Patel & Fry, 1987). Estas condi¢des foram cuidadosamente observadas na

determinacio desta propriedade neste trabalho.

A Tabela 16 resume os resultados das propriedades de hidratagdo dos hidrolisados €

concentradas protéicos de tilapia do Nilo. Estas propriedades serfo discutidas separadamente.
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Tabela 16. Propriedades de hidratacio de hidrolisados provenientes de E{} ¢ concentrados
protéicos de tilapia do Nilo

Solubilidade®( %) CRA CAA CAO
GH 2,5% 26432 169¢ 3.67x£0,05a 2,01+ 0,08 a 1.23£0060
GH 3.5% 2820078 ¢ 358+0,14a 2,23+£002b 1,06 20,052
GH 7% 4243+ 1,43 d 358x0,07a 2,60 +003¢ 1,20+ 0,05 8b
GH 9% 46,16+ 194 e 3,58 £0,13a 2,24 +£0.05b 1.07+0,03 a
GH** 14% 55,74+ 1,03 1 3,59+0,182 2.00+005z 1.28 20,06 be
EQ*** 322+0,092  6,68+015b 3,55+0,03d 1,40 +0,05 ¢
CPrrnx 758+0.15b  1250£099¢  495:003e  281%0074

*Solubilidade pH 7,0 ¢ NaCl 0,5M GH* *= Grau de hidrélise (%}
EQ*** = Etanol a quente CP ****= concentrado polifosfatos
CRA = capacidade de retengio de agua - g agua retida / g proteina

CAA = capacidade de absorcio de agua - g agua absorvida / g proteina

CAQ = capacidade de absorgdo de dleo - g 6leo absorvide / g proteina

Médias seguidas de mesmas letras {colunas) nio diferem estatisticamente{p<0,05)

As Figuras 23 e 24 mostram, respectivamente, o efeito do pH ¢ da forga 16nica sobre a
solubilidade do concentrado contendo fosfatos, comparativamente ao concentrado obtido com
etanol 2 quente (EQ) e dos hidrolisados com diferentes graus de hidrolise. Em ambas as figuras
pode-se observar solubilidade aumentau expressivamente com o aumento no grau de hidréhse. A
solubilidade dos hidrolisados e concentrados mostrou-se mais dependente do pH que da forga

ionica, na faixa de concentragio estudada,

Na Figura 23 verifica-s¢ aumento de solubilidade, a medida que ¢ pH se eleva, como
ocorre com a maioria das proteinas, com um minimo na regiao correspondente a0 ponto
isoelétrico. Todos os ensaios de efeito de pH foram efetuados em presenca de cloreto de sodio
0,5 M. Hidrolisados com menor GH, mostraram-se¢ mais sensiveis as vaniacdes de pH. Estes perfis

sio semelhantes aos apresentados por Petersen (1981) para hidrolisado de soja.

Na Figura 24 ndo se observa efeito marcante da concentragio salina sobre a solubilidade
dos hidrolisados, talvez devido a adigéo de base durante a elaboracic do hidrolisado {pHstat} e a
formacio de grandes quantidades de sais. Contudo parece haver um efeito predominante quando
se utiliza solugdo de cloreto de sodio 0.5 M. O pH foi mantido em 7,0 para realizagdo desta

avaliagio.
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Figura 23. Efeito do pH sobre a solubilidade de hidrolisados e concentrados (CP e EQ)
protéicos de tilapia do Nilo em presenca de cloreto de sodio 0,5 M
(CP)= concentrado tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente (sem hidrolise)

Para a maioria das proteinas, a presenca de baixas concentragdes salinas, contribui para
sua solubilizagdo, devido a estabilizagéo de cargas decorrente do aumento da constante dielétrica
da solucdo (“salting in”). Talvez pela mesma razdo, a presenca de polifosfatos conferiu maior
solubilidade a proteina. O tratamento com polifosfato (CP) promoveu um aumento de
solubilidade da ordem de 100%, relativamente ao concentrado EQ. A pH 6,0 os valores de

solubilidade foram de 7,09% e 3,32% para CP e EQ respectivamente.
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Figura 24. Efeito da concentracio salina sobre a solubilidade de hidrolisados e
concentrados (CP e EQ) protéicos de tilapia do Nilo, a pH 7,0
(CP)= concentrado tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente (sem hidrolise)

O concentrado de pescado produzido por Hermansson ez alii (1971) também apresentou
perfil de solubilidade muito semelhante e de mesma ordem de grandeza que os obtidos em nosso
trabalho. O tratamento com enzimas proteoliticas (Alcalase®, tripsina e proteinase) aumentou
expressivamente a solubilidade, mas o grau de hidrélise muito elevado afetou negativamente as
propriedades espumantes do produto. Mediante adigdo de NaCl 0,05 M, houve um discreto
aumento na solubilidade, seguido de decréscimo até NaCl 0,5 M e com ligeira elevagdo para NaCl

1 M. concentragdes superiores a 1 M, o efeito normalmente verificado é a precipitagao da
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proteina decorrente da competigdo dos ions salinos pelas moléculas de agua. A diminuigdo na
solvatagdo da proteina aumentara a interagdo proteina-proteina € conduzira a uma agregagao
seguida da precipitagdo da molécula protéica. Interferem neste processo ndo s6 a concentragdo
salina, mas o tipo de ions presentes (Kinsella, 1976, Patel & Fry, 1987, Borderias & Montero,
1988, Cheftel et alii, 1989, Mahmoud, 1994).

Uma das primeiras conseqiiéncias da hidrolise enzimatica € o aumento da solubilidade, e
este aumento normalmente esta associado ao aumento do grau de hidrolise. O aumento da
solubilidade dos hidrolisados é provavelmente devido 4 diminuigdo no tamanho da molécula e
correspondente aumento da exposi¢do de grupos amino e carboxil ionizaveis (Quaglia & Orban,
1987ab; Hall & Ahmad, 1992; Shahidi et alii, 1994, 1995; Yu & Fazidah, 1994; Panyam &
Kilara, 1996). Na Figura 25 pode-se verificar que a relagdo entre 0 aumento da solubilidade € o

grau de hidrolise foi linear (R?= 0,9918) para os hidrolisados de tilapia do Nilo.

75 T
_. 60 +
X
2 454
E y=1,8314x +27,675
= 2=
2 anl g R2=0,9918
-
S
wn
15 +
0 =l ! t - :
0 5 10 15 20 25 30
Grau de hidrolise (%)

Figura 25. Influéncia do grau de hidrolise na solubilidade de hidrolisados protéicos de
tilapia do Nilo.

O efeito da concentragdo de proteina sobre a solubilidade dos concentrados EQ e CP
pode ser verificado na Tabela 17. Para baixas concentragdes de proteinas a solubilidade €
proporcionalmente maior para ambos os concentrados. Este é um efeito comum a maioria das

proteinas.
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Tabela 17. Efeito da concentracio de proteina sebre a solubilidade de concentrades
protéicos de tilapia do Nile

Concentragio de proteina (%) EQ cp
i 3,4 7.24
2 2.4 6,89
3 2,09 6,56
4 1,96 6,22
C¥ = tratado com polifosfatos EQ = tratado com etanol a guente

A esterilizacio, normalmente aplicada aos hidrolisados, ou o tratamento térmico para
encerrar a reacio afetam a solubilidade. A termoestabilidade, que pode ser considerada como &
habilidade da proteina permanecer solivel sem formar agregados que precipitem, € um fator
determinante na solubilidade de hidrolisados. A solubilidade da maior parte das proteinas ¢
afetada pelo aquecimento de forma irreversivel. A adigéo de minerais aos hidrolisados destinados

4 suplementagio nutricional, também modifica a solubilidade do produto (Mahamoud, 1994).

A solubilidade em sistemas aquosos ¢ um pré-requisito para a maioria das propriedades
funcionsis, mas por si s6 ndo garante esta funcionalidade A solubilidade € uma propriedade
fundamental para formagio e estabilidade de espumas e emulsbes, bem como para a formagio de
gel. Spinelll er alii (1972ab) venficaram que 2 solubilidade de proteinas miofibrilares
recentemnente preparadas era de 70 a 80%, mas apos tiofilizagdio a solubilidade caiu a valores
inferiores a 15%, indicando severa desnaturagio da proteina. Verificaram também que a
capacidade emuisificante da proteina recém preparada era de 183g Oleo por g de proteina. O
tratamento com solvente fez com que este valor caisse para 136 g oleo/g de proteina. A hidrélise
da proteina, seguida do tratamento com hexametafosfato de sodio e extracdo dos lipidios com
isopropanot originou um produto mais soluvel, e cuja capacidade emulsificante chegou a 225 g de

leo/g de proteina para 30 minutos de hidrolise.
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4,3.2 Capacidade de retenciio de agua (CRA)

As propriedades que relacionam a interagio das proteinas com a agua so extremamente
importantes. Existe muita confusdo quanto aos métodos empregados para medir estas interagdes e
a interpretagdio dos resultados. Para Kinsella (1976), a capacidade de ligagdo com agua mede a
4gua retida por uma proteina apos filtragiio e aplicagio de pressiio ou forca centrifuga. O método
empregado por Regenstein ef alif (1984) para avaliagdo da capacidade de retenclo de agua em
truta, e utilizado neste trabalho, foi objeto de estudos colaborativos pelo AACC (American
Association of Cereal Chemistry), para medir a capacidade de hidratagio de proteinas vegetais

(Paton, 1981).

A semethanca do que ocorreu com a solubilidade, a capacidade de retengfio de dgua
dimimziu com o aumento da concentragio de proteina {Tabela 18), sendo 6tima a 1%. Isto pode
ser devide ao maior nimero de sitios de interacio de moléculas protéicas para uma mesma

quantidade de agua.

Tabela 18. Efeito da concentraciio de proteina sobre a capacidade de retengo de agua de
concentrados protéicos de tilapia do Nilo

Concentragfio de proteina (%) EQ cp
0,5 3,5 8,3
1 2,7 12,35
2 2,6 7.7
CP=tratado com polifosfatos EQ= tratado com etanol a guente

Neste estudo verificou-se que a capacidade de retenclio de agua foi afetada pelo pH e pela
concentragio salina, mas em todas as situagles o tratamento com fosfatos melhorou esta
propriedade funcional. Os graficos de efeito de pH e concentragio salina nfio sdo comparaveis,
devido & interferéneia do tamplio, cujos valores sdo um pouco mais baixos que com NaCl
ispladamente. Nio ¢ possivel acertar o pH durante o experimento, por isso, optou-se por utilizar
o tampio universal, porque apesar de existir, 2 interferéncia sobre 2 CRA € menor que quando se

utiliza tampdo imidazol, ou fosfato.
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As Figuras 26 e 27 mostram, respectivamente, o efeito do pH e da concentragio salina
sobre a capacidade de retenciio de agua de 3 dos hidrolisados e dos concentrados (EQ e CF). Na
Figura 26, observa-se que o minimo de retengdo de agua ocorreu em pH 4,0 para todos os
hidrolisados € concentrados testados, valor que coincide, também com o pH de menor
solubilidade destes hidrolisados. Verifica-se que hidrélise diminuiu a capacidade de retengio de
agua do concentrado EQ. A natureza da modificagfio na capacidade de retencio de agua depende
da enzima hidrolitica, da temperatura ¢ do pH durante a hidrolise. A hidrolise de proteinas do leite
com Alcalase® ou Neutrase® resultou em hidrolisados com capacidade de retengio de agua

relativamente baixa (Panyam & Kilara, 19906).

As variacbes de pH modificam a ionizagio ¢ a carga liquida da molécula protéica,
alterando as forcas atrativas e repulsivas entre as proteinas e a sua capacidade de interagir com a
agua. O pH da soluglo de proteina tem influéncia sobre a solubilidade e a capacidade de retengdo
de dgua. Esta propriedade € em grande parte dependente da presenga de grupos hidrofilicos na
proteina. No ponto isoelétrico as interagdes proteina-proteina sdo maximas, fazendo com que as
proteinas apresentem minima capacidade de hidrataco. Este fenOmeno se verifica durante ©
processo de rigidez cadavérica, quando ¢ aumento do teor de acido latico provoca o decréscimo
do pH da camne para valores proximos do ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares (pH' 5,5)
(Morrissey et akii, 1987, Borderias & Montero, 1988, Chetftel er alii, 1989). Isto foi verdadewro
para os concentrados (Figura 26), mas nfo para os hidrolhsados, cuja capacidade de retenglo de

4gua aumentou ligeiramente com o aumento do pH.

O concentrado tratado com polifosfatos apresentou melhor capacidade de retenglo de
agua. Fsta ¢ uma das razdes pelas quais os fosfatos sdo adicionados gos produtos carmneos. Eatre
os eventos mais importantes associados ao fato estdo: 0 aumento da forga 16nica, que promove a
solubilizacio da proteina, a ligagdo dos fosfatos as proteinas da carne, € a dissociagdo de
actomiosina em actina e miosina (Chang & Regenstein, 1997). O hexametafosfato de sddio
(HMF) que € o componente presente em Imaior conceniragio na mistura adicionada ao
concentrado (Figura 3), pode se ligar diretamente a grupos carregados positivamente nas

proteinas miofibrilares.
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Figura 26. Efeito do pH sobre a capacidade de retenc¢do de agua dos concentrados CP e EQ
e dos hidrolisados proteicos de tilipia do Nilo
CP=tratado com polifosfatos, EQ= tratado com etanol a quente
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Figura 27. Efeito da concentragéo salina sobre a capacidade de reten¢iio de agua dos
hidrolisados e dos concentrados protéicos EQ e CP de tildpia do Nilo
CP=tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente
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O hexametafosfato de sodio liga-se mais fortemente a actomiosina que outros polifosfatos,
através de grupos positivamente carregados das proteinas miofibrilares. A ligaciio do
hexametafosfato a sitios da miosina proximos da ligagiio com a actina, interrompe a ligacio com a
actina. A acting e miosina permanecem dissociadas uma da outra, permitindo o aumento de
espagamento da rede de filamentos. As ligagBes cruzadas entre os filamentos finos e grosssos
podem atuar como uma forga que restringe este espagamento. Esta restri¢do ndo existiria se estas
ligagdies fossem suprimidas. Como os dnions polifosfato se ligam as cargas positivas restantes dos
filamentos, acima do ponto isoelétrico, a repulsdo eletrostitica entre os filamentos aumenta e
como conseqiiéncia aumenta a retengdo de agua. Outro mecanismo de agio dos polifosfatos seria
a elevagio do pH (Chang & Regenstein, 1997, Regenstein ef alii, 1984). O aumento da
capacidade de retengiio de dgua a pH superiores a 7,0 pode ser atribuido a ionizaglo dos grupos
fosfato, o que permitiria maior interacio com a gua e a proteina, fazendo com que mais agua
figue na estrutura. A presenca de cloreto de sodio interferiv negativamente na agio dos
polifosfatos (Figura 27). Em geral ocorrem ligagbes competitivas entre agua, sais e cadeias
laterais de aminoacidos. Frente a concentra¢des salinas elevadas predominam as interagles agua-
sal em detrimento das interacBes proteina-dgua, o que pode acarretar a desidratagio da proteina
(Chefiel et alii, 1989).

Para ambos as concentrados ocorreu diminuicio da capacidade de retenglo de agua em
presenca de cloreto de sodio. Este fenomeno tem sido observado para diferentes proteinas. O sal
interfere a0 mesmo tempo comt a constante dielétrica do meio, formando uma barreira ao redor da
proteina, interferindo com a interagio desta com a dgua (Wagner ef alii, 1992). No caso dos
hidrolisados, a presenga de expressivas quantidades de sal, decorrentes do processamento
(pHstat), podem ser superiores as guantidades empregadas neste estudo, e desta forma a
propriedade j4 estaria comprometida. Por outro lado, a hidrdlise acarreta importantes
modificacbes na conformaciio da proteina, e os peptidios formados ndo apresentam ¢ grau de

estruturacdo necessario para que a dgua possa ficar retida.
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4.3.3 Capacidade de absorcio de dgua e de éleo

O método que utiliza o aparelho de Baumann, empregado nesie trabalho para avaliar a
capacidade de absorgiio de adgua tem sido utilizado por varios autores {(Torgensen & Toledo,
1977, Elizalde er alii, 1988, 1996, De Kanterewicz ¢f alii, 1989), mas a critica € que o método
nfo apresenta reprodutibilidade. De fato a critica ¢ pertinente, pois para obtermos resultados

confiaveis foram necessarias cinco ou mais repetigdes.

A capacidade de absorgio reflete a habilidade da proteina de captar agua sem softer
dissolugdo. Uma série de fatores afetam as propriedades de hidratacdo e as interagBes proteina-
proteina e proteina-agua: pH, forga idnica e tipo de ions, concentragiio de proteina, composicio
de aminoacidos, tempo/temperatura e a presenga de componentes ndo protéicos, notadamente
carboidratos. O equilbrio entre estes fatores determinara as propriedades funcionais das proteinas
e as propriedades reologicas do sistema (Morrissey ef alfi, 1987, Patel & Fry, 1987, Borderias &
Montero, 1988),

As Figuras 28 e 29 mostram o perfil de absor¢io de dgua e 6leo dos hidrolisados e
concentrados em estudo. A analise destas figuras mostra que os concenirados protéicos
apresentaram maiores valores de absorgiio de 6leo e de dgua que os hidrolisados. No caso da
capacidade de absorcio de oleo estas relagdes foram igualmente intrigantes. A confianga nos
valores registrados reside no fato de que foram confirmados por exaustivas repetigbes. Por outro
lado, apesar da significincia estatistica (Tabela 16), verifica-se que as diferengas do maior para o
menor valor para absorciio de agua (2,60 para 2,00 mL éleo/g proteina) e de Sleo (1,28 para 1,06
ral. 6leo/g proteina) talvez sejam muito pequenas. Também ndo foi possivel se obter uma relagio
direta entre a absorcdo de agua ou de dleo e grau de hidrolise, apesar das médias apresentarem
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 16). Este fato, assoctado & auséncia de uma
relagdo direta entre grau de hidrolise e capacidade de absorgdo, nio permite que se consiga uma
explicago em nivel molecular ou estrutural. A hidrolise altera a conformacdo da proteina e
produz peptidios de cadeia curta, aumentando a disponibilidade de sitios polares, concorrendo
para uma maior absor¢do de agua. Contudo, o efeito da hidrélise sobre esta propriedade depende
do tratamento térmico, pH e da especificidade enzimatica (Deeslie & Cheryan, 1988, Panyam &
Kilara, 1996}.
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Figura 28. Capacidade de absor¢io de agua de hidrolisados e dos concentrados protéicos

EQ e CP de tilapia do Nilo

CP=tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente
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Figura 29. Capacidade de absorgio de 6leo de hidrolisados e dos concentrados protéicos

EQ e CP de tilapia do Nilo

CP=tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente
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A cinética de absor¢do de agua dos concentrados e dos hidrolisados apresenta perfil
bastante diferenciado. No caso dos concentrados é rapida e em poucos minutos atinge o
equilibrio. No caso dos hidrolisados é lenta e requer cerca de 30 minutos para atingir o
equilibrio.A capacidade de absor¢do de agua de isolados protéicos (£ 90% proteina) de soja,
feijdio e ervilha foi, respectivamente, de 7,81 3,30 e 2,04 g agua/g amostra. Para gelatina o valor
elevou-se para 11,59 g agua/g amostra (Pilosof et alii, 1985). Valores de mesma ordem de
grandeza foram encontrados para os concentrados de tilapia-do-Nilo. . Contudo, o concentrado

CP apresentou valores ainda mais elevados que o concentrado EQ

Nas Figuras 30 e 31 verifica-se o efeito do pH sobre a capacidade de absor¢do de agua e

de 6leo do concentrado tratado com polifosfatos
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Figura 30. Efeito do pH sobre a capacidade de absorciio de agua dos concentrados protéicos

EQ e CP de tilapia do Nilo
CP=tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente

O tratamento com polifosfato aumentou a hidrofilicidade do concentrado, uma vez que se
verifica que sua capacidade de absorgao de agua € superior a do concentrado EQ, mas por outro
lado, aumentou também a sua capacidade de absor¢do de Oleo. Estes efeitos sdo também
determinados pelo pH. A diferenga na capacidade de absorgdo de o6leo nio foi muito diferente a

medida que se elevou o pH.
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Tal como ocorreu com o concentrados de soja, a capacidade absorcio de agua foi menor
na regido proxima ao ponto isoelétrico (Elizalde et alii, 1996), aumentando para pH em torno de
9.0. A absor¢do de agua foi bem mais expressiva em pH 9.0, o que coincide também com o
aumento da solubilidade (Figura 24). Em nosso trabalho, a capacidade absor¢do de agua e de
6leo dos hidrolisados foi inferior a do concentrado que lhes deu origem. O tratamento com

polifosfato elevou a capacidade de absor¢éo de agua e de 6leo do concentrado tratado com etanol

a quente (EQ).

mL éleo/g proteina

0,0 & | I | ]
@ | =
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (seg)

Figura 31. Efeito do pH sobre a capacidade de absorgio de 6leo dos concentrados

protéicos EQ e CP de tildpia do Nilo
CP=tratado com polifosfatos; EQ= tratado com etanol a quente

As Figuras 32 ¢ 33 mostram como o pH pode afetar a capacidade de absorgdo de agua e
de 6leo do hidrolisado com 7% de hidrolise e como este tratamento modificou a capacidade de

absor¢io de agua e de oleo em relagao ao que se obtinha com o concentrado tratado com etanol a

quente (EQ), a pH 7.,0.



119

= ——pH 3,0
2
3
o —=—pH 5,0
.=
50
g ——pH 7,0
)
=
]
E —»—pH 9,0
0 # I . | e
0 200 400 600
Tempo (seg)

Figura 32. Efeito do pH sobre absor¢iio de dgua de hidrolisado com 7% de grau de hidrolise

|
{

—e—pH 3,0
-3
=
2 —=—pH 5,0
(=
i
="
E
°
3 ——pH 7,0
£

—¢—pHO9,0

0 200 400 600
Tempo (seg)

Figura 33. Efeito do pH sobre a capacidade de absor¢éo de oleo de hidrolisado de EQ com
7% de grau de hidrélise
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A capacidade de absorgdo de dleo foi maxima em meio 4cido. Nio foi possivel comparar
estes resultados com os de outros trabathos, mas possivelmente, em pH 3,0, parte da carga
positiva do meio & neutralizada pelos grupos fosfato, diminuindo a carga liquida e favorecendo a
absorgdo de 6leo. Por outro lado, em pH 5,0, nas proximidades do ponto isoelétrico, seria mais
facil entender a maior absorgio de 6leo, pela auséncia de forcas de atrag¢do e repulsio, e situacio
de mator hidrofobicidade.

4.3.4 Formacdo de emulses

As caracteristicas de uma emulsio sdo afetadas por uma série de fatores: tipo e geometria
do equipamento utilizado, intensidade de energia, velocidade de adiciio do dleo, volume da fase
oleosa, temperatura, pH, forga idnica, solubilidade e hidrofobicidade da proteina, presenca de
agucares e agentes de superficie de baixo peso molecular, exposicio ao oxigénio, tipo de gordura,
concentracdo de proteinas solivels ¢ da capacidade emulsificante da proteina. O processo de
emulsificagdo requer alta demanda de energia, e é um processo dindmico que envolve a criacio de
mterfaces oleo/dgua, a adsor¢io de surfactantes para estabilizar a interface e & coalescéncia das
goticulas no estabilizadas. Uma vez formada, a emulsfic ¢ termodinamicamente instavel
{Kinsella, 1981, Parker, 1987; Borderias & Montejano, 1988, Sherman, 1995; Panyam & Kilara,
1596).

As propriedades emulsificantes da proteina podem ser expressas como: (a) capacidade
emulsificante; (b) indice de atividade emulsificante; e (c) estabililidade da emulsio. Capacidade
emulsificante representa a quantidade méxima de Oleo absorvida por unidade de pese de proteina
{mL oleo/g proteina), o indice de atividade emulsificante (IAE) refere-se a maxima area interfacial
por unidade de peso de proteina de solugfio estabilizada; e a estabilidade da emulsiio representa a
habilidade de uma proteina de formar um emulsiio que permaneca invaridvel durante um certo
periodo de tempo, & uma dada temperatura e campo gravitacional. O processo de determinacio
do ponto de inversiio para a capacidade emulsificante envolve a criacio continua de drea
mterfacial, em velocidade tal que o sistema nunca esta em equilibrio. O volume de 6leo no ponto
de inversiio para um dado conjunto de condigdes dependerd da habilidade da proteina formar
rapidamente uma camada interfacial e prevenir a coalescéncia das goticulas formadas, ou seja,
principalmente da velocidade de adsor¢do e da quantidade de proteina na fase aquosa que esta
disponivel para cobrir o excesso de drea interfacial a cada momento (Dagorn-Scaviner et alii,

1987},
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{ metodo de Pearce & Kinsella (1978), para medida do indice de atividade emulsificante
(IAE), fornece informagio sobre a habilidade da proteina dispersar na fase oleosa e proporcionar
cobertura suficiente na area interfacial para evitar imediata coalescéncia. Assim, uma alta drea
interfacial implica em goticulas de pequeno didmetro, 0 que provavelmente esta associado a alta
estabilidade da emulsdio. A emulsio é bloqueada no estagio inicial pela adicio de SDS, ndc
havendo tempo para penetragio e rearranjo na interface, A hidrofobicidade desempenha papel
muito importante na capacidade emulsificante, mas no caso dos hidrolisados, normalmente g
hidrofobicidade € baixa, diminuindo & medida que aumenta o grau de hidrolise, devido ao
apmento da densidade de carga produzida pela hidrolise. Na etapa inicial de hidrolise pode haver

um aumento da hidrofobicidade (Mahmoud ez afii, 1992),.

Atraves da analise da Tabela 19 constata-se um aumente na capacidade emulsificante,
(expressa em termos de ml de Oleo/g de proteina) a medida que aumenta o grau de hidrolise até
7.0%., decrescendo para graus de hidrolise superiores. O concentrado E} praticamente ndo
apresentou capacidade de formacgfo de emulsdo. A capacidade emuisificante de hidrolisados de
soja mostrou valores méaximos para DH = 5%, em torno de 4000 mlL 6leo/ g proteina {Petersen,
1981). O tratamento de caseina com tripsina, quimotripsina e Rhozyme-41 (mistura de enzimas
-protecliticas), promoveu um aumento do FAE para todas as enzimas para graus de hidrolise de 2
a 4%. A estabilidade da emulsfio foi igual ou inferior & da proteina nfo hidrolisada. Para a
capacidade de retencgio de dleo foram observados aumentos de até 600%. A protedlise parcial
contribuiu para o aumento da hidrofobicidade, e conseqiiente tendéncia a associacfio molecular
(Hagque & Mozaftar, 1992). Os valores de indice de atividade emulsificante obtidos neste
experimento {inferiores a 50 m’/g de proteina) sio muito baixos se comparados aos obtidos por
Pearce ¢ Kinsella (1978) para soro albumina bovina (197 m*/g de proteina), ou caseinato de sédio

(166 m*/g de proteina).

A estabilidade da emulsfio e a capacidade de emulsificaciio em fungio do grau de hidrolise

podem ser ilustrados conjuntamente através do grafico da Figura 34.
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Tabela 19. Propriedades emulsificantes de hidrolisados de EQ, em fungéo do grau de
hidrolise, e dos concentrados EQ e CP

Capacidade emulsificante Indice de atividade emulsificante
(mL éleo/g proteina) (m?/g)

GH =2,5% 192,36 £7,50 b 26,85+ 0,37 be

GH =3,5% 185,83+ 9,46 b 25,54 £0,30Db
GH=7% 287,17+ 11,14 ¢ 3049+0,11¢
GH=9% 194,29 + 0,67 b 3397+1,55d

GH =14% 212,96 +7,52b 29,23+1,59¢

EQ 23,46+ 1,45a 398+0,30a

Cp 297,33 £3,79¢ 34,76 + 1,63 d

Soja 185,43 +0,40b

Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem estatisticamente (p<0,05)
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Figura 34. Efeito do grau hidrélise sobre a capacidade emulsificante e estabilidade da
emulsio dos hidrolisados e do concentrado tratado com polifosfatos (CP)

A hidrélise enzimatica controlada pode melhorar a capacidade emulsificante da maioria
das proteinas, pois aumenta o niumero de moléculas na interface 0leo-agua capazes de interagir
com o lipidio. Em alguns casos ocorre também o aumento da estabilidade da emulsdo, mas
geralmente ha um decréscimo, pois os peptidios sendo moléculas menores formam uma envoltura
mais fraca e fina sobre o globulo de gordura, na qual intervém principalmente a estrutura primaria
(Kilara, 1985). Por outro lado, durante a formagao da emulsdo, sob condi¢Ges ideais, as proteinas

soltiveis se difundem e se concentram na interface 6leo/agua, transpondo a barreira eletrostatica
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interfacial. A solubilidade da proteina ¢ um pré-requisito para a formagic do filme porgue a
rapida migracio ¢ adsorciio na interface ¢ fundamental. Como a hidrolise contribui para o
aumento da solubilidade, ¢ da hidrofobicidade (baixos graus de hidrolise}, também aumenta a
capacidade emulsificante, mas a desorgiio de proteinas da interface decorrente do aumento da
atividade superficial dos peptidios anfifaticos, contribui para desestabilizacio da emulsdo {Chobert
et alii, 1989; Panyam & Kilara, 1996).

Para elevados graus de hidrélise, normalmente o efeito ¢ a diminuigio da capacidade
emulsificante (Spinelli er afii, 1972b, Hall & Ahmad, 1992). Mahmoud er alii (1992)
desenvolveram hidrolisados protéicos de caseina para alimentagdo hipoalergénica infanti e
mostraram que a atividade emulsificante diminuia linearmente com o aumento no grau de hidrolise
(R = 0,89, p<0,01), constatando que esta perda decorria da diminuigio da hidrofobicidade.
(Quaglia ¢ Orban (1990) venficaram que para baixos graus de hidrolise (5%) a capacidade
emulsificante de proteinas de sardinha, hidrolisada por Alcalase®, era mais elevada que para
elevados graus de hidrolise (20%), sugerindo que deva existir um tamanho 6timo de peptidios
para o aumento da capacidade emulsificante. A redugsio na CEM, medida pela titulagio com
Gleo, foi de de 1,5 vézes em decorréncia do aumento do grau de hidrélise de 5 a 20%. A CEM
foi minima proximo ao pl, e a estabilidade diminuiv com o aumento do pH. Verificaram uma
diminuicio na hidrofobicidade de superficie com o aumento do grau de hidrolise. Os autores ndo
mostraram 2 capacidade emulsificante de produto nfio hdrolisado. Chobert ef alif (1989)
trabatharam com hidrolisado de B-caseina com tripsina e constataram gue o indice de atividade
emulsificante (TAE) dos hidrolisados parciais (GH=3,2%; 5,0%; 5,8%; e 7,4%) fot maior que da
proteina nativa, mas todas as emulsdes obtidas com hidrolisados foram menos estaveis que com
B-caseina. Resultados semethantes foram obtidos por Hague & Mozafar (1992). Por outro lado, a
protedlise parcial expde grupos hidrofébicos do interior da proteina, que methora a adsorgfio na
interface, formando um filme interfacial mais coeso (Mahmoud, 1994}, Em nosso trabaltho, o
hidrolisado com grau de hidrolise de 7% apresentou ndo s6 a maior capacidade emulsificante,
como uma das mais clevadas estabilidades de emulsfio, sendo considerado estatisticamente
diferente dos demais hidrolisados. Conforme mostram as Tabelas 14 e 15 que apresentam
resultados referentes aos pesos moleculares dos hidrolisados, para 9% de grau de hidrolise
apareceram peptidios com peso molecular variando entre 3 kDa e 34 kDa, para grau de hidrolise
de 14%, 0s pesos moleculares variaram entre 1 kDa e 13 kDa, mas a capacidade emulsificante foi
estatisticamente igual. De acordo com Lee ef alii (1987), os peptidios devem ter um tamanho

minimo de 20 residuos para possuir boas propriedades emulsificantes, ou ndo apresentar peso
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molecular inferior a 2 kDa (Turgeon ef alif, 1992) ou 5 kDa (Chobert er alii, 1988). Para
hidrolisado de Mallotus villosus, a capacidade emulsificante foi de 50,9 mL de éleo/g proteina e a
estabilidade da emulsiio de 92,0% (Shahidi ez alii, 1995).

Protedhise extensiva como a utilizada na fabricag8o de hidrolisados hipoalergénicos
resulta na perda das propriedades emulsificantes. Foi ¢ que ocorreu neste trabalho, com o
hidrolisado com 25% de grau de hidrolise, para o qual a capacidade emulsificante foi de
62,27+2,28 mL dleo/g de proteina. E importante considerar o método que for utilizado para
determinar o grau de hidrolise, guando se comparam dados de literatura, pois como foi visto no
itemn 4.2.1, o valor obtido pelo TNBS para Flavourzime® é quase o dobro do obtido pelo pHstat,
Em testes preliminares com Alcalase®, os valores obtidos pelos dois métodos foram muito

ProXImos.

O concentrado tratado com polifosfatos apresentou valores ainda mais elevados de
estabilidade e capacidade emulsificante, mas estatisticamente semelhantes ao hidrolisado com 7%
de grauv de hidrohse. Trabalhos anteriores tém mostrado que as interaces hidrofilicas entre as
proteinas sdo o fator mais importante para explicar a funcionalidade, outros asseveram gue nem
sempre CEM e solubilidade estio correlacionados. Boas correlagBes t8m sido obtidas com a
hidrofobicidade. A introdugio de grupos carregados, como os polifosfates, aumentam a
hidrofilicidade, methorando as propriedades funcionais. Acredita-se que exista um o6timo de
hidrofobicidade para uma dada propriedade funcional, mais do que a simples relagdo entre elas
{Akita & Nakai, 1990).

De acordo com De Kanterewicz ef aliif (1987), a capacidade emulsificante poderia ser
predita pela relag@o entre a capacidade de absorcéio de dleo e de Agua. Estes valores constam da
Tabela 20. Para EQ esta relagiio foi de 2,64 e para CP, de 1,73. A elevada hidrofilicidade do

concentrado EQ faz com que apresente reduzida capacidade emulsificante.

Em vma analise preliminar ndo ¢ possivel fazer 2 mesma correlacdio para o material em
analise, uma vez gque esta razio fol semethante para todos os hidrolisados. O concentrado EQ
praticamente ndo formou emulsdo. Proteinas com 1AAQ {razio absorgio de agua/ absorgiio de
oleo) superior 2 2,0 (absorvem duas vézes mais agua que Oleo) apresentam caracteristicas
hidrofilicas, e inferior a 2,0 mostram caracteristicas lipofilicas. Elizalde ef afii (1991} concluiram

que proteinas com baixa capacidade de absorgfio de agua e baixo TAAQ n&o formam emulsdes
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estaveis. Em seu trabalho, a maxima capacidade emulsificante foi verificada quando TIAAQ era
proximo de 2. Nio foi observada correlagio entre CEM e IAAOQ para os concentrados e

hidrolisados aqui analisados, O coeficiente de correlagio (r) foi de 0,59 (p<0,05),.

Tabela 20. Relacfio entre a capacidade de absor¢io de Agua ¢ dleo de hidrolisados de EQ ¢
dos concentrados EQ ¢ CP

GH (%) 2,5 35 7 9 14 CP EQ*

AA 201 2,23 2,60 2,24 2,00 4,95 3,53

AQ 1,23 1,06 1,20 1,07 1,28 2,81 1,40
FAAD 1,63 2,10 2,17 2,09 1,56 1,76 2,32
CEM 182,36b 18583b 287.17¢c 19429 212.96b 29033¢c 23 46%*a
{AA - capacidade de absorgio de agua CAQ - capacidade de absorgdo de éleo
FAAQ - razfio absorgio de agus/ absorgio de oleo

CEM - Capacidade emulsificante (Tabela 24) Praticamente nfdo forma emulsio®

Conforme se verifica na Tabela 19 ha um aumento no IAE & medida que aumenta o grau
de hidrolise, com um méximo para 9%, decaindo a seguir. Resultado semelhante foi obtido por
Saito er alif (1993) para hidrolisado triptico de albumina de soro bovino. Um peptidio
hidrofobico de 24 kDa foi'isolado da superficie do globulo de gordura, juntamente com peptideos
hidrofilicos de 2 a 8 kDa. Para os autores ¢ razoavel assumir gue o peptidioc maior ienha
propriedades de adsorgio e os menores, hidrofilicos, atuem impedindo a agregacio das goticilas
de gordura, € que esta interac3o aumente a capacidade emulsificamte. Os resultados de trabalhos
semelthantes reportam resultados conflitantes, talvez devido as diferentes condigBes de hidrolise,

tipo de enzima e de substrato e do grau de hidrolise.

O cntério adotado neste trabalho foi estudar mais detathadamenie o hidrolisado que
apresentasse melhores propriedades funcionais, e neste caso, o detalhamento das propriedades

emulsificantes se fard com o hidrolisado a 7% de hidrélise.

As Figuras 35 a 37 expressam o resultado da avaliagiio do efeito da adiciio de clorsto de
s0dio e da variagio de pH sobre o indice de atividade emulsificante. A adicAo de cloreto de sodio
diminusu a area interfacial coberta pela proteina, independente da concentragio salina. Apesar de
evidéncias de literatura sugerirem que ocorre um ausmento da capacidade emulsificante em
presenca de cloreto de s6dio a baixas concentrages (Kinsella, 1987), tal fato ndo foi observado

para o indice de atividade emulsificante do concentrado tratado com polifosfatos. No caso dos



126

hidrolisados praticamente ndo houve altera¢do, eventualmente devido a adigdo de soda para

manter o pH do hidrolisado, o que gerou a presenga de sal no produto.
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Figura 35. Efeito da adi¢io de cloreto de sédio no indice de atividade emulsificante do
concentrado tratado com fosfato (CP) e de hidrolisado de EQ com 7% de hidrolise
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Figura 36. Efeito da varia¢io de pH no indice de atividade emulsificante de concentrado
tratado com fosfato (CP)

O IAE se elevou linearmente (r=0,97) quando o pH também se elevou. Perfil bem

semelhante foi obtido por Shimizu et alii (1985), trabalhando com B-lactoglobulina. Geralmente a
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capacidade emuisificante de carnes cominuidas aumenta com o aumento do pH. Aluke & Yada
(1995) verificaram que para isolado de globulina de ervilha, o IAE era elevado a baixo pH, em
presenca de sal, e decrescia com o aumento do pH. A estabilidade também era baixa a baixos

valores de pH ¢ concentragio de cloreto de sodio.
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Figura 37. Efeito da variacio do pH sobre o indice de atividade emulsificante de
hidrolisado de EQ (GH 7%)

Para o hidrolisado com 7% de hidrolise o efeito foi diferente (Figara 37). O perfil deste
efeito para o hidrolisado de tilapia do Nilo foi muito semelhante ao observado por Chobert er alii
{1988,1989) para hidrolisado de soro de leite e para caseina, com diferentes graus de hidrolise. A
forma da curva foi comparavel aos do efeito do pH sobre 2 solubilidade (Figura 23), mas com

diferengas menos acentuadas.

A estabilidade da emulsfio € medida comumente em termos da quantidade de oleo ¢ ou
creme gue separa da emulsdo durante um certo periodo de tempo, a uma dada temperatura ¢
campo gravitacional. O tempo requerido para um grau especifico de ruptura também € uma forma
de avaliar a estabilidade da emulsdo (Pearce & Kinsella, 1978). O teste de estabilidade de emulsio
proposto por LiChan ef afif, 1985, mede mais o fenomeno de “creaming” que coalescéncia. A
natureza do filme interfacial e a hidrofobicidade das proteinas envolvidas na interface pode néo

ser importante neste mecanismo de desestabilizac@io (Arteaga er olii, 1993).
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A determinagfio da desestabilizacfio da emuisfo pelo métode de Dagorn-Scaviner er alii
{1987} avalia o processo de floculagio ¢ “creaming” {creme) e de certa forma a coalescéncia. Esta
instabilizacio depende das diferentes viscosidades de ambas as fases, da capacidade de hidratagio,
da carga elétrica e das propriedades viscoelasticas do filme (Petruccelll & Afion, 1994). Estes
processos foram estudados do ponto de vista quantitativo por Parker {1987) e Halling (1981). O
“creaming” envolve a separagio de parte da fase continua de uma fase rica em dleo que ainda estd
bem emulsificada. O resultado ¢ a formag@io de um gradiente de concentragio de goticulas na
emulsdo. A floculagiio ¢ o resultado da umfio de globulos onginando aglomerados sem
coalescéneia de goticulas individuais. E um processo de difusio controlada. A drenagem
prosseguiri até que o equilibrio seja quebrado, ou até que o filme se rompa, ocasionando a
coalescéncia, com a nitida separagio da fase oleosa. A mstabilizagio depende das diferentes
viscosidades de ambas as fases, da capacidade de hidratacio, da carga elétrica ¢ das propniedades

viscoelasticas do filme, e parece nio estar relacionada com a hidrofobicidade.

A velocidade de adsorgiio também € avaliada por este método, uma vez que, se a
coalescéneia deve ser evitada, torna-se necessério que a superficie interfacial seja completamente
coberta pela proteina. Quando a estabilidade ¢ determinada por centrifugaclo, avalia-se a
resisténcia mecinica do filme. (Parker, 1987; Patel & Fry, 1987, Arteaga er afii, 1993; Petruccelh
& Afion, 1994; Elizalde er alii, 1996; Dalgleish, 1997), Embora os termos floculacfio ¢ agregacio
sejam usados quase como sindnimos a floculagiio € considerada como sendo mais fraca que
agregagdo, porque na floculagho as particulas podem ainda ser separadas por agitagio
{reversivel). Estes efeitos sio mostrados de forma esquemdtica por Dalgleish (1997). A methor
forma de avaliar estas transformac@es € através da medida do digmetro das particulas. O perfil do
grifico do tamanho das particulas em relagio ao tempo, apresentado por Dalgleish (1997), mostra
que o processo ¢ formado por uma série de reagbes de primeira ordem, semelbante ap

apresentado na Figura 38 para o concentrado tratado com polifosfatos (CP).
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Figura 38. Cinética de desestabilizacio de emulsiio de concentrado tratado com polifosfatos
{CP)em dgua e pH 7,0
vt = volume da fase aquosa no tempo t e v, = volume da fase aquosa no equilibrio

Colocando-se na ordenada de um grafico os dados de In Ve / (Ve - V1) e na abeissa 0
tempo (1), observa-se que a quebra da emulsdo pode ser ajustada como uma sucessdo de
processos de primeira ordem. Cada fase cinética ¢ caracterizada por sua constante de velocdade
K (coeficiente de inclinagio da reta) e sua duragiio At. O valor de At escothido variou de 5 a 30
minutos para o caleulo de K (apés analise dos graficos obtidos), porque nos primeiros minutos

nfio era posssivel obter leituras confiaveis de volume em provetas de 10 mi.

Uma reacdo de ordem zero indica que a coalescéneia na interface entre o oleo ¢ a emulsio
é a etapa determinante do processo. Uma reagio de primeira ordem indica que a velocidade
intrinseca de coalescéncia entre gotas de dleo e a emulsdo € a etapa mais lenta. (Elizalde ef alii,
1989). Para a determinacio dos valores da constante de desestabilizagio (Figuras 39, 40, 41 ¢
42), foi selecionada a reta correspondente aos 30 primeiros minutos para o concentrado CP ( mats

estavel) e 20 primeiros minutos para o hidrolisado a 7% de hidrolise.

O efeito negativo do cloreto de sddio sobre a estabilidade da emuls@o, se deve a redugdo
que ocasiona da carga de superficie e por remover a 4gua na superficie da gota de oleo
{Voutsinas ef alii, 1983). O efeito do pH na estabilidade da emulsiio fot inverso do verificado para
atividade emulsificante. Proximo ao ponto isoelétrico as interagles estéricas e eletrostaticas

diminuem, favorecendo a aproximacio das goticulas de gordura. O efeito do pH na estabilidade
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da emulsdo mostrou correlagio com a capacidade de absor¢do de agua, indicando que a alta

hidratagio do filme interfacial é necessaria para prevenir “creaming” e floculagao.
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Figura 39. Efeito da adicdio de cloreto de sédio na estabilidade da emulsio de concentrado

protéico tratado com polifosfatos (CP)
t = volume da fase aquosa no tempo t e ve = volume da fase aquosa no equilibrio
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Figura 40. Efeito da variaciio de pH na estabilidade da emulsio de concentrado protéico

tratado com polifosfatos (CP)
vt = volume da fase aquosa no tempo t e v, = volume da fase aquosa no equilibrio
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A baixa estabilidade em pH préximo ac ponto isoelétrico (5,0), pode ser explicada
considerando-se que a carga da proteina € praticamente nula e consegiientemente as repulsdes
eletrostaticas e estéricas diminuem, fazendo com que as goticulas de gordura se aproximem,
acelerando a coalescéncia (Ehzalde ef alfi, 1996). Em pH 3.0, parte da carga positiva do meio é
neutralizada pelos grupos fosfato, diminuindo a carga liquida e desestabilizando a emulsfio. Em
pH 9,0, os grupos polifosfatos carregados negativamente sio repelidos pelas cargas negativas da
proteina a pH 9,0, prevenindo a agregacdo (Chang er alii, 1970). Neste pH, apéds 30 minutos de
repouso nfo foi possivel detectar a drenagem da emulsio (Figura 41). O esperado era que em pH
9,0 a viscosidade da solugio fosse a mais elevada, mas isto ndo foi o que ocorreu (Figura 49),
porgue com alta viscosidade dimimui 0 movimento Browniano e a probabilidade de colisiio entre

as goticulas diminui, diminuindo a velocidade de “creaming” (Elizalde ef afii, 1988).

Aluko & Yada (1995} observaram aumento da estabilidade da emulsfio de globulina de
ervilha com o aumento do pH e forga i6nica. Segundo os autores, o fato sena decorrente da
formac3o de camadas carregadas em tomo dos globulos de gordura, resultanto em mutua
repulsio e por formar uma camada de hidratag@io ao redor da interface. Estes fatores
contribuiriam para diminuir 2 energia interfacial e retardar a coalescéncia da goticula. Da mesma
forma, em nosso trabatho o aumento do pH contribuiu para ¢ aumento da estabilidade, mas o

aumento da forga idnica teve efeito contrario.

O efeito do pH na coalescéncia é uma fonte de informagdes importantes sobre a habilidade
das proteinas de estabilizar emulsdes. O pH exerce seu efeito primariamente por alterar a carga da
molécula de proteina. Algumas proteinas sdo completamente insoluveis em seu pl. A coesividade
e a rigidez do filme de proteina normalmente sfo maximas proximo ao pl, onde as repulsdes
eletrostaticas entre as moléculas sdo minimizadas, o que leva a uma conformaco mais compacia.
Para muitas proteinas a estabilidade da emuisic ¢ méxima proximo ao pl. O eferto do pH esta
basicamente relacionado as interagdes eletrostaticas. Estes efeitos tormam-se menos pronunciados
com ¢ aumento da forga ibnica. Por outro lado, o pH afeta a solubilidade da proteina (Halling,

19813.
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Figura 41. Efeito da adicio de cloreto de sodio sobre estabilidade da emulsio de
hidrolisado de EQ (GH 7%)
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Figura 42. Efeito da variacio de pH na estabilidade da emulsao de hidrolisado de EQ (GH 7%)
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Quando se comparam a constante de desestabilizacio da emulsfio a pH 7.0 em Agua do
concentrado tratado com polifosfatos (k=0,0038 min ) com a do hidrolisado com GH = 7%
(0,0396 min ), verifica-se que a emulsio com o concentrado fol muito mais estavel
mostrandovalor 10 vezes superior (Figura 42). Contudo a capacidade emuisificante nfio difenin
significativamente(p<Q,05). Por outro lado, o TAE do concentrado foi ligeiramente superior, mas
a diferenca foi significativa (p<0,05). Os peptidios de menor peso molecular presentes nos
hidrolisados migram mais rapidamente que as proteinas e peptidios maiores presenies no
concentrado, ¢ se adsorvem na interface, o que justifica a elevada UEM, mas nfio conseguem
estabilizar a emulsdio por nfio formarem filmes suficientemente resistenies, nem estruturas que
resistam as forgas de deformacio. A maior velocidade de difusio dos peptidios de baixo peso

molecular ndo é um fator critico que afeta sua atividade de superficie (Petrucceli & Afion, 1994}

Toma-se dificil comparar as propriedades emulsificantes dos hidrolisados com a dos
concentrados, porque o hidrolisado € formado por peptidios de diferentes tamanhos (Tabelas 14
¢ 18} e carga liquida, modificando a relagiic entre propriedades emulsificantes e estrutura da
proteina. As propriedades do hidrofisado muito provavelmente representam a média, ou a aglio

cooperativa dos efeitos dos diferentes peptidios.

4.3.5 Formacfo de espumas

As propriedades espumantes das proteinas incluem: capacidade de formagiio de espuma,
que mede a quantidade de espuma formada num tempo determinado, e a estabilidade que deve ser
analisada sob dois aspectos, isto €, a drenagem de liquido da espuma devido a gravidade e baxa
tensdo superficial, e o colapso da espuma, que depende da resisténeia do filme e do tamanho da
boltha. Uma série de eventos determinam o colapso da espuma: ruptura do filme de proteina
adsorvido na interface ar/espuma; ruptura da lmina aquosa que separa as bolhas, o aumento do
tamanho da bolha por coalescéncia, e a velocidade de transporte de bolhas maiores através da
espuma até a interface com o ar (Kinsella, 1976; Borderias & Montero, 1988, Cheftel er alii,
1989; German & Phillips, 1993, Bombara ef alii, 1994; Giese, 1994, Panyam & Kilara, 1996},

A capacidade espumante € afetada por fatores como: tipe de proteina, método de
obtengio da espuma, pH, concentragfio, solubilidade e caracteristicas anfipaticas da proteina,

flexibilidade, disposig®o de grupos carregados e polares para prevenir aproximagdo das bolhas e
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permitir a hidratagio, temperatura, forga i0nica, e a presenga de carboidratos e lipidios (Patel &
Fry, 1987, Panyam & Kilara, 1996).

A Tabela 21 resume os resultados das determinages das propriedades espumantes dos
concentrados ¢ hidrolisados. A otimizago da metodologia foi efetuada utilizando-se albumina de
ovo. A espuma de albumina mostrou-se praticamente inalterada ap6s 1 hora de observacio, em
termos do colapso da espuma. A estabilidade da espuma do concentrado EQ foi em torno de 3%,
quando se considerou o colapso da espuma apos 10 min. A espuma de CP no mesmo periodo de
tempo mostrou maior estabilidade, conforme se verifica na Tabela 21. Talvez a maior capacidade
de retengiio de dgua do concentrado com polifosfato (Figura 27) possa ser responsavel pela
maior resisténcia do filme protéico. Elizalde ef afii (1991) propuseram um modelo matematico
para cinética de drenagem de espuma, considerando 0 tempo necessario para drenagem de metade
do volume de liquido, a constante de velocidade de drenagem e a velocidade inicial de drenagem.
Como as espumas preparadas com os concentrados e hidrolisados de tilapia do Nilo foram pouco

estaveis (Tabela 21), achamos que ndo seria conveniente aplicar este modelo.

Tabela 21, Propriedades espumantes de concentrados ¢ hidrolisados de tilipia do Nile

Material GH (%) CESP (%) EE (%) LD (%)
EQ) 0 109,00 a 3,65 96,00
HT 2,5 147,00 b 10,62 47,00
HT 3.5 147,00 b 12,00 95,00
HT 7 177,33 ¢ 26,79 89,33
HT i4 17533 ¢ 20,59 96,00
HT 22 167,33 ¢ 73,76 83,67
HT 25 173,00 ¢ 73,25 94,00
HS* 18 200,40 d 65,50 79,20
CP 170,00 ¢ 26,35 96,67
Albumina de ove 251,00e 100,00 47 50
* Sobrenadante do hidrolisado com GH = 7% GH = Grau de hidrélise
CESP = formagfio de espuma  EE = estabilidade de espuma LI = liquido drenacio
E¢ = concentrado etanol a quente CP = concentrado tratado com polifosfatos

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

O tratamento do concentrado com polifosfato (CP) originou produto com melhor
capacidade de formaco de espuma que EQ. O aumento de volume observado com EQ, a 3% de
proteina foi de apenas 9%, enquanto que com CP este aumento foi de 66%, como pode ser
visualizado na Tabela 21. Com albumina de ovo & 3% de concentraciio 0 aumento de volume foi

de 151%.



A proteGlise parcial melhora a capacidade espumante, mas diminui a estabilidade da
espuma (Kilara, 1985), mas no caso das proteinas de tildpia do Nilo nio foi 0 que ocorreu. A
hidrélise afetou positivamente as propriedades espumantes. Um dos fatores determinantes fol o
aumento da solubilidade (Figura 23). O hidrolisado total com 7% de grau de hidrélise apresentou
methor capacidade espumante que os demais, mas a estabilidade da espuma dos hidrolisados com
22% e 25% de hidrolise fot superior,

Com base nos resuitados apresentados na Tabela 21 pode-se concluir que o sobrenadante
do hidrolisado (HS) possui melhores propriedades espumantes que o hidrolisado total, razdo pela
qual serd empregado nas andlises que avaliardo o efeito de pH e concentragio salina sobre suas
propriedades espumantes. Este sobrenadante foi obtido por centrifugaciio do hidrolisado total a
7% de hidrolise, Quando se determina ¢ grau de hidrolise do sobrenadante em separado, ¢ valor
se eleva para 18%. Pode-se constatar que quando se testou separadamente o sobrenadante do
hidrolisado, melhorou a capacidade espumante e a estabilidade da espuma. Foi a preparagio que
mostrou a menor drenagem de liquido. A drenagem resulta da aclio da gravidade sobre o liquido
retido na espuma. A estrutura da rede da espuma ¢ as propriedades de fluxo do liquido

influenciam o perfit de drenagem (Britten & Lavoie, 1992).

Para o sobrenadante de hidrolisado de Mallotus villosus, Shahidi et afii (1995) obtiveram
capacidade de formaglo de espuma de 90%, mas que apds 10 minutos reteve apenas 10% da

espuma formada.

Em hidrolisado de soja, obtido com Alcalase®, obteve-se expansio de mais de 1000% com
cerca de 4% de grau de hidrolise, decaindo a seguir (Petersen, 1981). Com hidrolisado de gliten,
houve um aumenio linear da capacidade de formagio de espuma com © aumento no grau de
hidrdlise, mas a estabilidade caiu progressivamente, mostrando que a proteolise foi necessana
para aumentar o volume da espuma, mas € necessério um grau de estruturagdo elevado do glaten
para s estabilidade (Bombara ef alif, 1994). Townsend & Nakai (1983) hidrolisaram 6 amostras
de protetnas, nas quats a solubilidade aumentou de 5% para 27 a 40%. Os autores relataram que a
hidrélise resultou no aumento da dispersibilidade da proteina, € no decréscimo da hidrofobicidade.
A capacidade de formaclo de espuma aumentou, mas a estabilidade diminuiu. Segundo eles, a
proteina deve ser flexivel, estruturalmente menos ordenada ¢ acima de tude hidrofdbica, As

proteinas sofrem modificagdes conformacionais na superficie, que facilita a associagio dos
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peptidios. Isto aumenta a viscosidade da lamina, intensificando a estabilidade da espuma.
Entretanto excessiva associagio resuita na quebra da espuma devido & perda da elasticidade da

lamina.

O tamanho das bolhas também tem efeito sobre a estabilidade da espuma. Estas tendem a
ser menores proximo ao ponto isoelétrico da proteina. Neste trabatho foi observado que HS
apresentou bolhas bem menores que HT com grau de hidrélise de 22% ou 25%. Os hidrolisados
que apresentaram bolhas maiores foram mais estavels quanto ao colapso da espuma, mas HS
apresentou menor drenagem de liquido no mesmo periodo de tempo (10 min). Drenagem e
ééiapsc} sdo aspectos diferentes da estabilidade da espuma. Talvez a presenca de proteina

insoltrvel nos HT promoveu esta estabilidade.

A especificidade da enzima empregada na obtengdo do hidrolisado, também é um fator
determinante da qualidade da espuma. Althouse er alii (1995) trataram isolado protéico de sora
de leite com Alcalase® (protease fiingica), quimotripsina, pepsina e tripsina, obtendo produto com
cerca de 3% de grau de hidrdlise. Os hidrolisados foram separados em retentado € permeado por
ultrafiltraglo. Foram avaliados a capacidade espumante, a estabilidade da espuma, e a tensfo

superficial. O permeado de Alcalase” apresentou as melhores caracteristicas espumantes.

Mannheim & Cheryan (1992) obtiveram aumento da capacidade espumante em
hidrolisados de torta de gliten de milho com Alcalase® (GH=10%), mas a estabilidade da espuma
foi menor que da proteina original. Bombara e afii (1994) desenvolveram um modelo matemético
para velocidade de formaglo e colapse de espuma de proteinas de trigo modificadas
enzimaticamente por protease neutra de Aspergillus oryzae. A velocidade de expansio foi
descrita por uma equacio de ordem zero. O volume de espuma aumentou proporcionalmente ao
aumente no grau de hudrdlise (GH = 3,8% a 36,7%). A velocidade de colapso seguiu reacdo de
segunda ordem, e aumentou também com o grau de hidrélise, concordando com os resultados de

Mannheim & Cheryan {(1992).

Ostrander ef afii (1977) testaram a substituigio de 30%, 60% e 100% de albuming em
sobremesa, por isolado protéico de pescado. Verificaram que além do produto nfo apresentar
odor a peixe, a textura, tamanho da célula de ar e a sensacfo tatil bucal melhoraram & medida que

aumentou a concentracio do isolado.
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A capacidade espumante do hidrolisado de zeina preparade por Mannheim & Cheryan
{1993) aumentou expressivamente quando o grau de hidrélise aumentou de 10 para 20%, & mals
ainda quando estas fragdes foram separadas por uitrafiltragio (10 ¢ 30 kDa). A estabilidade da
espuma, contudo, foi baixa, desaparecendo em menos de 30 minutos. Para os autores peptidios de
5,4 kDa sfio capazes de formar o filme na interface ar/agua, mas nio t8m a forga necessaria para
manter a espuma. As espumas dos hidrolisados de tilapia do Nilo também nfio foram estaveis e
desapareceram em cerca de 15 minutos. Esta foi a razlo pela qual optou-se por ndo estudar a

¢inética de desestabilizagfo da espuma.

Efeito semelhante foi obtido por Althouse er alii {1995) com hidrolisados de isolados
protéicos de soro de leite, com GH de 2,0 a 3,0%. O hidrolisado com melhor capacidads
espumante fol o permeato de 10 kDa, origindrio da hidrolise com Alcalase®, que apresentou
capacidade espumante de 3169%. A proteéliiée ndo aumentou nece;;;riamente a gstabilidade da
espuma {drenagem entre 15 e 30 min). O fato dos permeatos dos hidrolisados mostrarem methor

capacidade espumante esta relacionado a rapida migragdo dos peptidios a interface ar/ agua.

A espuma se desintegra devido a drenagem capilar das lamelas e devido ao colapso das
holhas. A resisténeia a estes dois fatores determina a estabilidade da espuma, e ¢ depeﬁdénte das
propriedades adesivas e reologicas dos filmes interfaciais. A reteng@io da estrutura tercidna e
secundaria da proteina na interface ajuda a estabifidade da espuma. A natureza dos peptidios € a
facilidade com que migram & superficie determina a capacidade espumante. O residuc da estrutura
tercidria e as interagdes com outras sub-unidades ou peptidios afeta a estabilidade. A protedlise
controlada origina uma série de peptidios com diferentes propriedades funcionais (German &
Phillips, 1994; Althouse ef alii, 1995).
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Tabela 22, Efeito da concentraciic de proteina sobre as propriedades espumantes do
sohrenadante do hidrolisado de EQ {(GH = 18%)

Material Proteina (%) FE (%) EE (%) LI %)
HS 2 200,00 60,00 84.00
HS 3 200,40 65,50 79,20
HS 5 212,00 69,64 68.00
FE = Formagdo de espuma EE = Estabilidade da espuma
LB = Liguido drenado HS = Sobrenadante do lndrolisado com GH = 7%

Existemn controvérsias na literatura sobre ¢ efeito da concentragio de proteina sobre as
propriedades espumantes, mas, em geral, depende do tipo de proteina, uma vez gue a relagio
entre concentragio e viscosidade determina o efeito final. A forga da espuma aumenta de forma
sigmoidal relativamente a concentragio de proteina. A medida que aumenta a concentragfo de
proteinas a espuma torna-se mais densa e com bolhas mais uniformes (Kinsella, 1976}
Viscosidade mais elevada previne a deformacio do filme por agdo da gravidade. Verifica~se,
tambem, que 0 aumento na concentra¢do de profeina promoveu uma diminuigio na drenagem de
iquido porque filmes mais espessos permitem que mais dgua fique retida na estrutura. Em geral,
membranas mais espessas resultanies de solugbes de proteinas mais concentradas sdo mais
estaveis (Halling, 1981; Britten & Lavoie, 1992). A solubilidade tende a decrescer com o aumento

da concentraciio de proteinas, mas este hidrolisado € altamente soltvel.

As Figuras 43 ¢ 44 mostram como as propriedades espumantes de hidrolisados e
concentrados foram afetadas pela variagio de pH. A maior parte dos trabalhos indica que a
capacidade espumante ¢ maxima em pH préximo ao ponto isoelétrico. Isto ¢ explicado pela
auséncia de forgas repulsivas que tenderiam a enfraquecer a forga e a espessura do filme {proteina
desnaturada) na interface entre bolhas de ar ¢ dgua, permitindo interagbes por ligacdes
hidrofObicas. Para alguns autores, como a expansio da espuma € a sua estabilidade dependem da

solubilidade, formam-se espumas mais fracas ao redor do pL. (Vodjani & Whitaker, 1994).



Figura 43. Efeito da variaciio de pH sobre a formacio e estabilidade de espuma do
sobrenadante do hidrolisado de EQ (GH = 18%)
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Figura 44. Efeito da varia¢do de pH sobre a formacio e estabilidade de espuma de
concentrado tratado com polifosfato (CP)
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O sobrenadante do hidrolisado apresentou boa capacidade espumante, € a mais elevada
estabilidade proximo ao ponto isoelétrico (Figura 43), o que ocorreu também com o concentrado
tratado com polifosfatos: a maxima formagio de espuma se deu a pH 35,0, valor que coincidiu
também com a maxima estabilidade (Figura 44). A presenga de fosfato, embora nio
covalertemente ligado & proteina poderia atuar aumentando a estabilidade da espuma do
concentrado CP. Este fato, comum a muitas proteinas, pode ser explicado porque as atragdes
eletrostéticas intermoleculares promovem o espessamento ¢ aumentam a resisténcia do filme de
proteinas na interface ar/liquido. A newtralizaciio de cargas posifivas em pH 3,0 pelos
grupamentos de fosfato podem ter concorrido para aumentar a estabilidade da espuma, pela

mesma razdo que no ponto 1soelétrico, ou seja, a redugido de forgas repulsivas,

Hermanson ef alii {1971) ndo encontraram correlagiio entre a solubilidade do concentrado
de peixe ¢ a capacidade espumante, ¢ mostraram que o volume e a densidade de espuma de
concentrado protéico de pescado, em sistema bifasico, fol constante na faxa depH de 2a 11 A
adicio de cloreto de sddio 0,5 M avmentou 2 expansiio da espuma de 400 para 600 mlL. Para os
gutores, a proteina solivel, representada por 2% do total, foi responsavel pela formagio de
espuma e a fracfo insolivel {98%), por sua estabilidade. Contudo, € possivel que a fragio

insoltivel do concentrado possa ter mascarado o resultado (Borderias & Montero, 1988).

Townsend & Nakai (1983) avaliaram o efeito do pH sobre a capacidade de formagio de
espuma de varias proteinas. a) para ribonuclease, conalbumina, w-caseina, P-lactoglobulina e
lisozima, o valor foi maximo a pH 9,0, b) para ovomucdide, pepsina, ovoalbununa, foi maxima a
pH 3.0; ¢) para BSA e B~ caseina, foi maxima a pH 7,0. Kinselia (1976) sugermi que estas
discrepéncias se devem a presenca de proteinas insolivels. Durante a formagio de espuma as
moléculas so adsorvidas na interface ar-agua, onde interagem para formar um filme que
eatabiliza a bolha de ar. A solubilidade da proteina € importante neste processo. A estabilidade da
espuma depende da magnitude relativa das interagBes proteina-proteina e proteina-agua, o que
depende, por outro lado, da presenca de ions no meio. O aumento da atividade espumante a pH

alcalino pode estar relacionada ao aumento da solubilidade da proteina {Dench ef aliz, 1981}

O efeito da adigdo de cloreto de sodio sobre as propriedades espumantes do hidrolisado e

do concentrado CP pode ser avaliado atraveés da anahise das Figuras 45 e 46.
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Figura 45. Influéncia da concentracio de cloreto de sodio sobre a formacao e estabilidade
de espuma de hidrolisado de EQ (GH = 18%)
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Aluko & Yada (1995) obtiveram aumento da capacidade de formagso de espuma com o
aumento do pH e da concentracio de cloreto de sddio. Para os autores ficou evidenciado que a
formagio de espuma € favorecida pela flexibilidade da proteina e a limitada coesdo molecular, A
pHs elevados o decréscimo nas forgas hidrofobicas, como consequiéncia do aumento da carga
liquida da proteina, poderia aumentar a flexibilidade e permitir a rapida difusio da proteina 2

interface ar/agua.

O cloreto de sddio aparentemente exerce efeitos varidveis sobre as propriedades
espumantes de diferentes protefnas: melhorou a capacidade espumante de proteina de soja e de
concentrado protéico de peixe, diminuiu a estabilidade de proteinas de soja, ovo, e trigo.
Dependendo da concentragiio, © mecanismo de aclio primario seria o aumento da solubilidade
("salting in™), e desta forma, reduz a energia necessaria para a entrada da proteina na area
interfacial (Kinsella, 1976).

A presenca do sal contribui para aumentar a perda de liquide e consegilentemente dirminui
a estabilidade da espuma (Cheftel ef alij, 1989). Por outro lado o aumento na capacidade de
formagio de espuma observado frente a concentragio de NaCl 0,25 M poderia ser explicado pelo
aumento da taxa de difusfio acarretada pelo sal (Kinselia, 1981), o que contribui para formacio de
espumas mais volumosas e com grandes bothas, como ocorreu com o CP. O efeito da adigio de
cloreto de sédio sobre a capacidade de formagiio de espuma do concentrado tratade com
polifosfatos foi mais benéfico & concentragio de 0,IM e a estabilidade foi aumnentada quando a
concentracio empregada foi 0,25M. Contudo, nas duas situacbes o cloreto de sodio atuou
favoravelmente. De acordo com Kinsella (1971, 1981), 4 medida que estes ions aumentam a
solubilidade da proteina, também retardam a desnaturagiio por retardar o grau critico de
desnaturag@io de superficie requerido para estabilizacio. A forga ibnica pode afetar as
propriedades espumantes porque os tons podem reduzir as forgas eletrostiticas entre as cadeias
de polipeptidios e modificar a estabilidade. O cloreto de sodio reduz a viscosidade de superficie ¢
a rigidez do filme de proteina, mas reduz a atragio entre os peptidios e para certas proteinas
aumenta o volume de espuma. Para muitas protefnas ¢ aumento na forga idnica tende a resultar
em methores espumas, e com bolhas mais finas. Devido a presenga de sal no hidrolisado, nio foi

possivel perceber o efeito do cloreto de sodio sobre as propriedades espumantes.
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Dados experimentais de literatura sugerem que a formacio e a estabilidade da espuma séo
propriedades diferentes. A ferinag:io de espuma requer a difusdo das proteinas soliveis até a
interface ar/agua, onde devera se desenovelar, concentrar-se e estender-se rapidamente para
baixar a tensio superficial. Moléculas flexiveis com pouca estrutura secundéria e terciaria {B-
caseina) sdo eficazes agentes de superficie. O desenovelamento prévio das proteinas globulares
mediante agquecimento moderado, a exposicio a agentes desnaturantes, ou a protedlise parcial
melhoram a orientagdio na interface, proporcionando 4 proteina uma maior capacidade espumante.
Esta néo € uma caracteristica intrinseca das proteinas miofibrilares, o que justifica a tentativa de

hidrolise para methorar esta propriedade.

A variabilidade dos métodos empregados para avaliagio das propriedades espumantes das
proteinas torna dificil fazer generalizagdes, uma vez que a interdependéncia dos fatores
determinantes, e suas magnitudes relativas ndo podem ser avaliadas comparativamente partinde

de sistemas tio distintos,

4.3.6 Tensio superficial (TS) e interfacial (TT)

O método de du Nouy para determinagio de tensfio superficial e interfacial & um método
dindmico para medir as complexas interagSes moleculares na superficie. G valor obtido para dgua
para Halpin & Richardson (1985) foi de 73,6407 din‘em e a diminuicio da TS para [~
lactoglobulina esterificada foi de 32% em relagdio 4 da agua ¢ da proteina nativa foi de 12%.
Disturbios na carga de superficie da proteina pode levar ao desenovelamento e a efeitos
secundarios na atividade de superficie. O concentrado tratado com fosfato apresentou diminuigio
da TS em 25% em relagdo 4 4gua, enquanto que a adiglio do concentrado EQ, promoveu uma
diminuigdo da ordem de 20%, ¢ para o hidrolisado com grau de hidrdlise de 14%, a redugio foi
em torno de 15%, todas tomadas em relagiio & agua. O valor obtido para 4gua neste trabatho foi
de 72,17 + 2,65 dinyem. O valor de literatura de TS para agua: 20°C € de 72,75 dinfem e a 25°C,
de 72 dinfom (Atkins, 1994).

Para T1, Halpin & Richardson (1985) encontraram 33,240,9 com bleo de milho, redugio
de 56% da proteina esterificada em relagio 4 agua. O valor que obtivemos foi 31,40 + 1,22
dinfem com oleo de mitho em relagéio 4 agua, mas em presenca de proteina este valor foi mais
elevado, diminuindo com 2 hidrélise. O tempo interfere na formacio da interface. Parker (1987)

apresenta graficamente a comparagio do efeito do tempo sobre a medida da tensio interfacial
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Para uma interface agua/hidrocarboneto, o decréscimo no valor da tensio interfacial se acentuou
n0s primeiros minutos para lisozima e BSA, estabilizando antes de 10 min. Para B-caseina foram
necessartos mais de 20 minutos para que o valor comecasse a decrescer mais lemtamente,
tendendo a estabilizar apos 60 minutos. Lisozima e B-caseina foram escothidas por representar
extremos em termos estruturais porque a molécula de lisozima € rigida e globular, enquanto a B-
caseina ¢ flexivel, formando uma cadeia enrolada ao acaso. Talvez estes valores nfio ssjam
verdadeiros para uma interface agua/triacilglicerdis, e talvez o tempo que esperamos para o

equilibrio da interface nfio foi o mais adequado.

A Tabela 23 apresenta os resultados da determinac@o de TS e T para os hidrolisados e

concentrados estudados.

Tabela 23, Tensio superficial e interfacial de hidrolisadoes de EQ ¢ dos concentrados EQ ¢ CP

Maierial Tensio interfacial Tensio superficial
{dina/cm} {dina/cm)

GH =25 3295£237b 54,79 +033b
GH=35 20,33+256b 5434£0,52b
GH=7 23,78 £2.00a 52,434+008a
GH=9 22,50 £087a 51,65+ 148a
GH=14 2098+ 044 a 50,89 +0,57 a
EQ 4526 +223¢ 58,68 +£0,03 ¢
CP 4091+ 1,040 $4,72£0,74 ¢

Agua

3140+1,22b

7217+265d

O abaixamento da TS com o aumento do grau de hidrolise foi linear e apresentou elevada
correlagdo { r = 0,93), sendo descrito pela equacdo: TS = -0,3185GH + 55,3%. Da mesma forma,
para T1 o abaixamento foi linear e apresentou alta correlagio {r = 0,92}, obedecendo a equacéo;
Ti=-0,938GH + 33,119

Sob ermulsificacio, as proteinas s8o0 adsorvidas sobre a superficie do glébulo de gordura.
Este processo € na maioria dos casos acompanhado de mudancas estruturais, principalmente
desnaturagdo de superficie. A proteina adsorvida no glébulo € mais susceptivel & hidrolise
enzimética. A menor resisténcia a protedlise ou susceptibilidade (flexibilidade) afeta a propriedade
emulsificante. Tensfo superficial mais elevada sugere que a conformagio ¢ mais rigida, e um

menor valor, que € mats flexivel {Shimizu ef afii, 1985}



i45

Devido & sua natureza anfifilica as proteinas forgosamente se adsorvem na interface entre
6leo e agua, causando uma redugio pronunciada da tens3o interfacial, que facilita a emulsificagdo
{Kato & Nakai, 1980). A tensio superficial para hidrolisado protéico de soro de leite diminuin de
70 mN/m do isolado para valores compreendidos entre 54,98 e 65,82 dependendo da protease
empregada e da fragio de ultrafiltracio considerada. A reducfo da tensio superficial indica a
presenga de peptidios tensoativos. A capacidade de formar espumas ou emulsSes estd relacionada
4 habilidade da proteina de baixar a tensfio superficial e interfacial respectivamente. Contudo, uma
soluciio de protefna ou peptidios com alta atividade de superficie pode ndo necessiriamente
apresentar elevada capacidade espumante ou estabilidade de espuma (Althouse er afif, 1995}
German & Philipps (1994) também relataram que niio foi possivel verificar uma relagio direta

entre reduciio na tensio superficial e capacidade espumante ou estabilidade da espuma.

Os peptidios responsaveis pela methora das propriedades interfaciais devem se agrupar em
distintas zonas de residuos hidrofilicos e hidrofébicos e apresentar um minimo de peso molecular
(Turgeon et alii, 1992), pois como se verificou da anilise da Tabela 23, o hidrolisado com maior

grau de hidrolise apresentou a menor tenso interfacial.

4.3.7 Viscosidade

A viscosidade ¢ a medida da deformagio de camadas de um fluido, movendo-se
laminarmente quando submetido 4 agdo de uma forga aplicada tangencialmente (tensido de
cisathamento). Quando um fluido apresenta relaglio linear entre taxa de deformacgfio e tensdo de
cisathamento (viscosidade constante), ¢ chamado newtoniano, ou seja, a viscosidade €
independente da taxa de deformacio. A maioria dos alimentos fhiidos ndo apresentam este tipo de
comportamento, € nestes a relagiio entre a taxa de deformagio e tensio de cisalhamento ndo ¢
constante. Os fatores que afetam as propriedades de fluxo podem ser de natureza fisica ou
quimica: temperatura, teor de s6lidos, tamanhe de particula, umidade, e pH (Gongalves, 1989).
Trataremos apenas da determinagfio do concentrado CP porque a viscosidade dos hidrolisados
tende a diminuir com o grau de hidrdlise, e valores muito baixos nfio sio medidos com precisdo

no sistema que foi utilizado.

A mailoria dos alimentos lquidos exibe comportamente psendoplastico. Este

comportamento pode ser atribuido 4 presenca de substdncias de alto peso molecular em solugéo
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e/ou aos sOlidos dispersos na fase liquida. As particulas podem permanecer em suspensdo ou

sedimentar dependendo de seu tamanho e concentragio {Rao, 1977).

Muitas proteinas absorvem 4gua e incham, o gue ccasiona variacdes nas propriedades
hidrodindmicas, que se refletem no espessamento de suas solugbes. O conhecimerto deste
comportamento € importante em processamentos como bombeamento, “spray drying”, trocadores
de calor, filtragiio e outros. A viscosidade ¢ influenciada pela solubilidade e a capacidade de

entumescimento das proteinas {(Kinseila, 1987).

As Figuras 47 a 49 mostram o efeito da concentracio de proteina e da variagio de pH
sobre a viscosidade do concentrado contendo polifosfatos. Em baixas concentragdes de proteinas
{4%} o concenirado apresentou comportamento de fluido newtoniano e a concentragbes mais
elevadas seu comportamento foi pseudoplastico. O objetivo inicial era comparar o o efeito do pH
sobre as caracteristicas reologicas do concentrado a 4 e 8%. Contudo, a 8%, dependendo do pH e
da velocidade de cisalhamento, o valor superava o limite de medida nas condigbes definidas para

esta determinacio.

Os diferentes tipos de fosfatos melhoram as propriedades funcionais na seguinte ordem:
pirofosfato>tripolifosfato>tetrapolifosfato>hexametafosfato~ortofosfato  (Trout &  Schmidt,
1986). A atividade do pirofosfato ¢ maior por sua habilidade de dissociar a actomiosing em actina
¢ miosina. Os resultados dos trabalhos de Trout & Schrmidt (1986) indicam que os fosfatos ndo
melhoram a funcionalidade s6 por aumentar a forga i0mica ¢ o pH. Segundo os autores, os
fostatos methoram a funcionalidade por alterar interacdes hidrofébicas. A viscosidade de uma
solucdo de proteina € funclio do peso molecular, forma, flexibilidade, grau de hidratagio e
interacdes intermoleculares. O concentrado tratado com pohfosfatos (CP) apresentou capacidade
de absorgio de agua mais elevada que os demais concentrados e hidrolisados (4,95 mL agua/g
proteina). Efeito semeihante foi observadoe por Elizalde et afii (1988) para isolado de proteina de

s0j4.
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Analisando a capacidade de absor¢io de oleo, a solubilidade, e a viscosidade de tecido
muscular de frango e peixe, Borderias et alii (1985) encontraram correlagiio superior a 90% entre
viscosidade e teor de proteinas do material e entre viscosidade e capacidade de absorgdo de dleo.
Alta correlagdo entre concentragiio de proteinas e aumento exponencial na viscosidade foi
observada por Ma (1993) e Hermansson (1975). Para o concentrado tratado com polifosfatos
{CP), a correlagHo entre viscosidade e concentraciio de proteina foi bastante elevada, e de carater
exponencial, independente da velocidade de cisalhamento. Os coeficientes de determinag3o
ficaram proximos a 1,0 (Figura 48). Kinsella (1987) constatou que a viscosidade de dispersdes de
caseina aumentam de forma logaritmica com a concentragiio de proteinas, mas n3o conseguiu

verificar este efeito com proteinas de soja.

Na Figura 49 verifica-se que a maxima viscosidade foi obtida proximo ac ponto
isocelétrico das proteinas miofibrilares, seguido de pH 3,0 e 9,0 dependendo da velocidade de
cisalhamento. Quando se utiliza concentragfio protéica de 4%, e pH 7,0 e 9,0, verifica-se que o
concentrado apresentou comportamento de fluido newtomano, mas em meio acido {mais
amplamente utilizado no processamenta de alimentos) comporta-se como fluido pseudoplastico.
Venugopal ef alii (1994b) prepararam um concemirado protéico de forma semelhante aos
desenvolvidos neste trabatho, e as viscosidades de sua solugBo a 1% foram munto semethantes as
aqui obtidas, decaindc com o aumento na velocidade de cisalhamento, caracterizando

comportamento newtoniano.

A viscosidade de superficie que € atribuida a intera¢@o de grupos polares {eletrostatica ¢
iGnica) de moléculas vizinhas, é maior proximo ao ponto isoelétrico. No caso de espumas de
proteinas, é comum observar que a viscosidade maxima e a estabilidade da espuma s3o méximas
no mesmo valor de pH (para uma mesma proteina). Isto normatmente ocorre nas proximidades do
ponto isoelétrico. As interagdes proteina-protetna de proteinas soliveis ¢ facilitada nestas,

condicdes facilitando a formag&o de um filme coeso (Kinsella, 1976).
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Figura 49. Efeito da variacio do pH sobre a viscosidade do concentrado com polifosfatos (CP)

O concentrado tratado com polifosfatos (CP) apresentou elevada capacidade de retengao
de agua (12,5g agua retida por g de proteina) e a mais elevada capacidade de absorgdo de agua
(4,95 mL agua/g de proteina) de todos as preparagdes analisadas, cujos valores foram maximos
em pH 9,0. Em solugdes protéicas de pH > pl, a ligagdo com fosfatos aumenta a carga liquida da
proteina. As forgas de repulsdo resultantes acarretam uma estrutura mais aberta €
consequentemente com maior viscosidade. Isto é o que ocorre com a maioria das proteinas
globulares, € 0 que se esperava que OCOTresse com CP. Por outro lado, proteinas de estrutura
mais compacta, ou enroladas em hélices, expondo grupos carregados, estes se ionizam com O
aumento do pH, levando a uma maior compactagio da molécula de proteina, €
conseqiientemente, promovendo a diminuicdo da viscosidade. Possivelmente a reducdo da
viscosidade observada na Figura 50 pode ser o resultado do efeito cooperativo destes dois

efeitos (Borderias & Montero, 1988; Medina ef alii, 1992).

Além destes efeitos é importante salientar que a viscosidade das solugdes de proteina €
negativamente influenciada pela presenca de cloreto de sédio, apesar deste efeito nao ter sido

testado aqui. O sal interferiu negativamente na viscosidade de globulina de aveia, até a
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concentragdoo de 0,5 M. A concentragles superiores de NaCl houve um aumento na viscosidade
{Ma, 1993). Para caseina e proteinas de soro de leite, o efeito do NaCl foi dependente do pH da
amostra ¢ da concentragiio do sal. Eventualmente, a presenca de sal para modificar o pH das

solugBes tenha alguma influéncia nos resultados.

Devido 2 dificuldade na interpretagfio dos eventos relacionados 2 determinaciio de
propriedades funcionais, diretamente ou através de confronto com a literatura cientifica,
concluimos que ¢ importante a disponibilidade de mais informagdes sobre as relacdes entre
composi¢do ¢ estrutura das proteinas e suas propriedades fisicas, ou seja, estudar mais
sistematicamente as relagbes de causa e efeito em sistemas modelo, para transportar este
conhecimentos para sistemas mais complexos como um alimento. O passo inicial seria a utilizagio
de metodologia padronizada, através de estudos colaborativos, cobrindo diferentes proteinas, para
que os resultados possam ser comparados, ¢ para que se possa achar explicagio para os
resultados encontrados. Esta foi uma das grandes dificuldades observadas no decurso deste
trabaltho.

4.3.8 Avaliacfio sensorial: odor e sabor a peixe, gosto umami e gosto amarge

A homogeneidade dos provadores foi testada através de analise de varidncia, com Teste de
Tukey 2 95% de confianca. Para os atributos amargor, gosto umami, e gosto de peixe nfio houve
diferenga estatisticamente significativa entre as médias dos provadores, revetando que o grupo era
bem homogéneo, No atributo odor a peixe foram definidos tres grupos de média:
& para o provador 2,
b para os provadores 6,7.8.¢ 10, e

ab para os demais provadores, ou seja sO o provador 2 diferiu dos demais.

A Tabela 24 mostra os resultados obtidos para analise multivariada dos atributos
estudados em dois hidrolisados, com 21% de grau de hidrdlise, obtidos respectivamente com
Flavourzime® e Alcalase® Para efeito de gosto amargo ¢ padrio de cafeina a 0,02% foi
considerado como valor médio da escala niio estruturada. O gosto umami foi representado pelo
padrao de glutamato de sodio (Ajinomoto) a 0,2%. Apesar do hidrolisado com Flavourzime®
apresentar média um pouco mais elevada para gosto umami, a diferenga ndio foi considerada
significativa. Foram observadas diferengas estatisticamente significativas para amargor

(p=0,000111), e para sabor a peixe {p=0,035412). No caso do sabor, a mudanca no nivel de
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confianga {p <0,01) daria diferenga nfio significativa. Para amargor a diferenca foi altamente

significativa.

Quando se aplicou os testes dos intervalos de Bonferroni, os resultados foram os seguintes
intervalos:
amargor [-2,6624  -0,3030] (indica diferenga significativa entre os hidrolisados
odor [-1,2317  1,4548] (nfio existe diferenca significativa)
sabor {-0,6020  1,8905] (ndo existe diferenga significativa)

gosto umami [-0,692 1,200} (ndo existe diferenga significativa)

O intervalo que ndo contém o valor zero indica que existem diferencas significativas emtre
0s tratamentos, ¢ o caso do atributo amargor. Cabe salientar que MANOVA ¢ uma técnica
estatistica robusta, mesmo que exista algum afastamento das suposi¢bes bésicas da técnica
{independéncia das amostras, homocedasticidade das variéneias, populagbes com distribuicio

normal multivariada), ainda se tem bons resultados.

O amargor proporcionado pela Alcatase® foi corresponderte ao de uma solugdo de cafeina
a 0,02%. Um dos argumentos do fabricante destas enzimas é que o hidrolisado com Flavourzime®
ndo seria amargo. Apesar de que obtivemos um hidrolisado menos amargo que o da Alcalase®, o
produto ainda apresentou amargor. Este amargor fol ainda mais intenso guando se preparou um
hidrolisado com 45% de grau de hidrélise, com Flavourzime®, deixando o pH variar livrements

conforme sugere o fabricante da enzima (Novo Nordisk, 1995¢; Pommer & BFA Protein, 1995).

Tabela 24. Comparaciie dos atributos de gosto, odor e sabor a peixe dos hidrolisados de EQ
{GH = 21%), obtidos através de hidrélise com Flavourzime® e com Alealase®

Atributo Flavourzime® Alcalase®
Odor a peixe 4,11 +£1,75a 400+136a
Sabor a peixe 4,43 +1,70a 380+131b
Gosto umami 428+142a 403+132a
(>05t0 amargo 352+140a 500+ 165b

Médias seguidas de letras iguais (nas linhas) nio diferem estatisticamente (p<0,05)

Hoyle & Meritt (1994) compararam hidrolisado de arenque obtido com Alcalase™ e com
papaina, obtendo escores mais elevados para amargor com papaina. Para odor a peixe nio

encontraram diferenca significativa entre os dois hidrolisados.



A mtensidade do amargor depende do numero de aminoécidos alifaticos na proteina.
Hidrolisados amargos contém alta porcentagem de peptidios com leucina na posigio terminal. O
odor e gosto de glutamato ¢ causado por peptidios acidicos, contende 4cido giutimico. O gosto e
edor de peixe € ocasionado por varios produtos da degradagiio de lipidios e aminoacidos, que
podem ser removidos mediante a utilizagio de solventes orgénicos nfio polares {Sikorski &
Naczak (1981),

Shahidi er alif (1994) prepararam hidrolisado de carne de foca utilizando Alcalase®.
Obtiveram hidrolisados com 9,6%, 12,1%, 15,0% e 19,0% de grau de hidrélise. Este titimo
apresentou leve sabor amargo. Como estes autores consideram hidrolisado como sendo o
sobrenadante da mistura de reagiio, o valor seria um pouco mais baixo se fosse considerado como
em nosso trabalho o hidrolisado total. Até este valor, o autor sugere a utilizagio do produto para

incorporagio em produtos carneos sem comprometimento do sabor.

4.3.9 Andlise de cor des hidrelisados

O sistema L,a,b (HunterLab) para analise de cor tem sido preconizado para analise de cor
do surimi, {Young Kelleher ef alii, 1994; Park et alii, 1994, Reppond ef alii, 1995). O objetivo da
mtroduglic desta analise neste trabalho foi verificar o efeito do armazenamento na cor do
concentrado (EQ) e dos hidrolisados, devido a interferéncia com o acido tiobarbittrico, na
determinacfio do numero de TBARS. As medidas aparecem na Tabela 25, Nesta tabela aparece
também vm indice de brancura, calculado pela equagfo:

Brancura = 100 - {{100-L)* + a* + b)1"* (Park, 1994)
que pode ser utilizado para caracterizar a cor dos hidrolisados. Os valores de Branco foram

medidos pelo espectrofotdmetro.

Shahidi er afii {1994) verificaram um aumento no valor de L 4 medida que o grau de
hidrolise de came de foca se elevou de 9,6 para 19,0%, acompanhado de wma significativa
dimimuiglo de a e b, o que significou um hidrolisado mais claro e com menor comprometimento
devido a presencga do radical heme. VariagOes na regido do vermelho, e mudancas espectrais na
regiio de 500 nm se devern & oxidagio do grupo heme. Diminui¢iio de b, oxidagio de heme
devido 4 presenca de radicias livres. A presenca do radical heme pode ser detectada pelo menor

valor de L ¢ maior de a {(vermelho} {Kelleher e alii, 1994).
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Tabela 25. Analise de cor dos hidrolisados de EQ (GH 3,5 a 25%)

BEogo apds o processamento

Amosira L a b Branco Brancura
EQ 74.47 ~1,23 12,74 43,07 71,44
HT 3.5% 78,31 -1,03 11,34 4978 75,50
Hi 3.5% 74,12 -1,04 13,14 42,24 70,96
HS 3,5% 86,40 -0,62 9,24 64,19 83,55
HT 14% 81,70 -1,01 9.30 56,90 79,45
Hi 14% 76,23 -1,00 11,29 46,80 73.67
HS 14% 88,96 -0,99 7,36 70,71 86,69
HT 25% 82,06 -0,96 8,93 57.84 79,94
HI 25% 70,86 -0, 88 12,11 39,00 68,43
HS 25% 88.33 -1,13 8.64 68,14 85,44
Apos 6 meses de armazenamento a -20°C:

Amostra L a b Branco Brancura
EQ 75,01 ~1,20 12,43 44,07 72,06
HT 3.5% 77,80 ~1,09 11,82 48,56 74,83
HI 3,5% 74,02 -1,03 12,99 4225 70,94
HS 3.5% 87,11 -0,66 2,38 65,77 8433
HT 14% 81,06 -1,08 9,61 55,62 78,73
Hi 14% 75,31 -1,08 11,97 44 97 72.54
HS 14% 89,03 -0,97 7,30 70,90 86,79
HT 25% $1,50 -0.98 8,71 57.23 79,53
Hi 28% 71,38 0,89 11,84 3992 69,01
HS 25% 88,68 1,17 8,70 68,66 8568

A diminuicdio no valor de L e aumento de b indica escurecimento do produto. O
escurecimento estd associado a reagbes de condensagdo aldélica por oxidacio ou interagiio de
aglicares com aminoacidos Hoyle & Merritt (1994). Contudo, o teor de acticar dos hidrolisados é
miito baixo {menos de 0,5%). Pode haver deslocamento para o vermelho, como ocorren com o
concentrado § (Figura 8), o que se caracterizaria por um aumento de a (tendéncia ao vermelho}.
No caso dos hidrolisados tal fato nfo ocorreu, sugerindo a auséncia de reagSes de escurecimento
ndo enzimatico, a qual comprometeria o valor nutritive. Se por um lado, a formaciio de aldeidos

origina pigmentos, a oxidagio promove a diminuicio de cor.

Nio foram verificadas diferengas estatisticamente significativas (p<0,03) ap6s 6 meses de
armazenamento para os indicadores L. b e Branco, apenas para a, através de um teste t para
diferencas entre médias de dados pareados (n3o paramétrico). Valores similares de a

correspondem a mesmo grau de tonalidade esverdeada.
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A preparagio enzimatica comercial € um pé de cor marron escuro. Quando se comparam
os valores de luminosidade (L) e a brancura das tres fragdes (HI, HS ¢ HT) de todos os
hidrolisados com EQ, verifica-se que as fragdes HT e HS sio mais claras ¢ HI mais escuras
{menor valor de L), Este fato pode estar relacionado a presenca de pigmentos da pele do peixe,
ou a presenca de produtos provenientes do oxidagdo do sangue. Quando se procede 4 despolpa
do peixe, estes pigmentos aderem ao tecido muscular branco, e ndo siio totalmente removidos
mesmo comt todas as etapas de lavagem que so conduzidas no processamento dos concentrados.
A separagiio da polpa de pescado nfio ¢ perfeita e em qualquer dos tipos de maquinas, pequenos
pedagos de ossos e peles sfo encontrados na polpa, em tamanho e quantidade dependentes do
didmetro dos ortficios no cilindro, das condigBes de operagiio das maquinas e da natureza da
mateéria-prima. Este € um problema que aparece em diversos produtos 4 base de carne cominuida
de peixe, e podem comprometer o valor comercial (Morais & Martins, 1981; Young & White,
1985). Arteaga er alii {1993) alertam para que se tenha cuidado com a medida de cor, devido as

interagBes dos diferentes componerntes que absorvem luz,
4.3.10 Analise estatistica das propriedades funcionais - MANOVA

A Tabela 26 apresenta de forma sumdaria a andlise de varidncia das propriedades
funcionats dos hidrolisados e concentrados estudados neste trabalho, na qual se verificam como as
propriedades diferiram significativamente entre si (p< 0,05). As correlagbes entre as variaveis

aparecem na Figura 50

Correlages superiores a 0,7 s@o consideradas elevadas, e sfo assinaladas em vermelho
pela programa Statistica (StatSoft). Quando o sinal for negativo, a correlagiio € com a reciproca
da propriedade, ou seja, uma se eleva & medida que a outra diminui. As correlagdes mais elevadas
foram observadas entre capacidade de retengfio de agua e capacidade de absorgiio de agua e de
éleo, e destas duas propriedades entre si. Houve também uma elevada correlagio entre tensdo

interfacial e solubilidade (de sinal negativo), e capacidade de absorgdo de agua.
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TS TI SOL CRA CEM 1AE CESP CAA CAO
TS
TI 0,8870
SOL | -0,8850 | -0,9701
I[CRA | 04173 | 0,6908 | -0,7062
ICEM | -0,7000 | -0,4528 | 0,3862 | 0,1604
IAE -0,7724 | 0,5909 | 0,5353 | 0,0470 | 0,8898
ICESP | -0,8591 | -0,6689 | 0,6438 | -0,0174 | 0,9083 | 0,9275
ICAA | 04626 | 0,7269 | -0,7509 | 09688 | 0,1002 | -0,0664 | -0,0935
CAO | 02410 | 0,5601 | -0,5634 | 09658 | 0,3568 | 0,2320 | 0,1787 | 0,9071

Figura 50. Matriz de correlacio entre as propriedades funcionais de concentrados e
hidrolisados de tilapia do Nilo
* As abreviaturas sdo as mesmas utilizadas na Tabela 26

Além da solubilidade e da tensdo superficial, outros fatores que nao foram analisados aqui
afetam a capacidade espumante: velocidade de difusdo a interface e adsorcdo; velocidade de
desenovelamento, reorientacdo dos peptidios, associagdo de polipeptidios para formar um filme
viscoso com elasticidade, balango das atragdes e repulsdes entre peptidios, e tendéncia a
agregacdo (Kinsella, 1981). Turgeon et alii (1991) encontraram uma relagdo linear entre
capacidade emulsificante e a raiz quadrada da velocidade de adsor¢do de hidrolisados de soro de
leite. De acordo com Kinsella (1987), geralmente as propriedades surfactantes estdo relacionadas

a solubilidade das proteinas em agua.

Verificou-se também correlacio elevada entre a capacidade de formagdo de espuma e a
tensdo superficial (de sinal negativo), mas ndo com a tensao interfacial. Foram igualmente
elevadas as correlagdes entre a capacidade de formagdo de espuma, capacidade emulsificante e
indice de atividade emulsificante tensio superficial e solubilidade, mostrando que a solubilidade €
um fator determinante destas propriedades funcionais, e que seriam governadas pelas mesmas
caracteristicas fisico-quimicas e talvez estruturais da proteina, mesmo em se tratando de materiais

tao diferentes.
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Uma forma de visualizar melhor estas interagdes € usando os recursos graficos da analise
multivariada. Trabalhos anteriores (Jackman & Yada, 1989, Martinez, 1989} mostraram que a
analise multivariada é uma técnica apropriada para o estudo das covariagdes enire diferentes
qualidades de medidas. A analise de componentes principais {ACP) estuda as principais
tendéncias de variacio entre as variaveis testadas. Tenta agrupar variaveis que estio altamente
correlacionadas numa variavel denominada componente principal. ACP ¢ uma tecnica usada para
examinar interrelagdes entre varidveis ou explorar a estrotura “underlying” das variaveis. O
objetivo ¢ obter um fator {componente principal) ou uma série de fatores a partir de varidveis
originais. Cada componente é uma combinagio linear das variaveis originais. Apesar de todos os
componentes serem necessarios para reproduzir toda a estrutura dos dados, a poucos deles pode
estar associada a variincia total dos dados. Estes componentes representam as principais
varidncias sistematicas em um conjunto de dados. Cada componente € caracterizado em termos de
“loadings™ {Figura 52A) para todas as variaveis e “scores” (Figura 52B) para todas as amostras.
“Loadings” sdo os coeficientes de regressfio para cada variavel a cada componente. Assim,
“loadings” elevados significam que a varidvel é altamente relacionada aoc componente. O smal diz
se a relacdo ¢ positiva ou negativa. “Scores” (Figura 52B) indicam a contribuigio das amostras
para o fator. “Scores” positivos significam valores superiores & média. Neste estudo, 58% da
varidncia das amostras foi explicada pelo primeiro componente e a varidncia acumulada para o
segundo componente foi de 94,81%. O fator 2 parece ser melhor explicado pelas vanaveis
relacionadas a capacidade de retenglio de édgua, e capacidade de absorgio de agua e de dleo
(Figura 52B), tal como fol obtido por Martinez et afii (1989} para o surimi. As principais
contribuigbes na componente 1 foram a solubilidade, e a tensdo superficial e interfacial
Propriedades como capacidade emulsificante, indice de atividade emulsificante e capacidade
espumante mantiveram relagio direta com a solubilidade e inversa com a tensdo interfacial

{Figura 52B).

Na andlise de “cluster’” sio agrupadas as variaveis ou amostras com atributos semelhantes.
Os resultados aparecem na forma de dendogramas onde se pode visualizar as correlagbes entre
amostras ou variaveis. Quanto menor a distAncia no dendograma, maior a similaridade (Figuras

51A e 51B),
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_ Anilise hierarquica de “cluster” para concentrados e hidrolisados (A) e para as
propriedades funcionais (B)
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Através da analise da Figara 52A (“loadings™), que coincide com o dendograma da
Figura S1A, verifica-se que as amostras ficaram agrupadas de acordo com caracteristicas
semelhantes. Assim, como mostra a Figura S1A as amostras foram divididas em quatro classes:
na primeira ficou CP, na segunda os hidrolisados com 7%, 9% e 14% de hidrolise, na terceira os
hidrolisados com 2.5 e 3,5% de hidrdlise ¢ o concentrado EQ numa classe isolada, Quando se
comparam as Figuras 52A e 52B constata-se que CP foi caracterizado por apresentar elevada
propriedades hidrofilicas e de superficie , que os hidrolisados se caracterizaram pela solubilidade e
gue para EQ as propriedades mais relacionadas foram a elevada tens@o superficial e interfacial, a
baixa solubilidade e auséncia de propriedades de superficie, ¢ alguma correlagio com as

propriedades de hidratagio, o que € consistente com a analise da Tabela 26 e Figura 50

A analise de variincia multivariada permitiu demonstrar que as determina¢es de
propriedades funcionais realizadas neste trabalho forneceram dados consistentes, e resultados

coerentes.

4.4 AVALIACAO NUTRICIONAL DE CONCENTRADOS E HIDROLISADOS
PROTEICOS

4.4.1 Ensaios “in vive"e in “in vitro”

O perfil de aminoacidos dos concentrados, das diferentes fragGes do hidrolisado com 25%

de hidrblise e do residuo da desossa mecénica aparecem na Tabela 27 e Figura 83,

Tabela 27. Aminodcidos (mg/g proteina) dos concentrados ¢ hidrelisades protéicos, ¢ do
residuo da desossa mecénica de tilapia do Nile

Material Hys Lys Met Cys- Met Phe Tyr Phet Leu lie Val Thr Trp

tine  +(ys Tyr
(F} 238 10,11 2,80 089 3,69 447 3,66 732 B8 461 507 459 133
(FE) 263 11,12 1,68 0,66 234 450 349 799 847 491 3510 477 1,27
{E) 227 10,24 1,25 0,74 1,9¢ 4,16 3,71 787 873 486 5,02 510 1,27
{EH) 1,84 900 262 072 334 394 351 745 831 463 493 534 1720
(%) 233 10,24 084 046 1,30 428 337 764 906 519 538 506 103
(SE) 216 992 253 061 3,14 400 354 754 871 496 512 501 099
{PT) 3,16 985 1,36 0,74 2,10 440 339 7,79 840 445 494 473 1,04
HT 229 621 246 081 320 439 351 791 839 487 528 516 140
HS 193 945 220 049 269 3,56 262 6,18 823 429 483 488 079
Hi 235 8,55 226 095 321 35,17 425 942 8,60 541 563 563 1,29

Residno 3,17 735 068 024 093 3,18 1,97 5,15 538 1,84 340 3,63 0,44
Caseina 2.83 828 191 00 191 505 543 1048 900 464 568 4,70 1,51

* mg/g prot.
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Figura 53. Perfil de aminoacidos essenciais de produtos de tilapia do Nilo e da caseina,
comparativamente ao padrao FAO/WHO.

CAS=caseina RES=residuo da desossa mecanica

SE=surimi etanol HT=hidrolisado total (Grau de hidrolise=25%).
FE=fosforilada/etanol; HS=sobrenadante hidrolisado;

HI=Sedimento do hidrolisado PT = proteinas totais

FAOQ/WHO=padrio de perfil de aminoacidos da Organizagio Mundial de Saude para criangas de
2 a 5 anos de idade, utilizado como referéncia para o calculo de PDCAAS.
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O perfil de aminoacidos destes concentrados € semethante a de outras especies de peixe
reportadas na literatura (Sikka er alii, 1979; Thankamma et alii, 1979, Rebeca et afii, 1991,
Shahidi et afii, 1994, Yu & Fazidah, 1994, Ef & Kavas, 1996). A partir da composigic de
aminoacidos ¢ possivel fazer uma estimativa da qualidade nutricional da proteina através de
indices quimicos. Os indices quimicos fornecem uma estimativa da qualidade da proteina ¢ uma

avaliagio dos efeitos de processamento, Alguns destes indices constam da Tabela 28.

Tabela 28. indices quimicos para avaliagio nutricional de concentrados protéices de tilipia
do Nilo ¢ de um hidrolisado com 23% de grau de hidrélise

Concentrados Digestibilidade “in vitro™ (%) Digestibilidade Escore PDCAASK =
A B “in vive” Quimico

(F 88,66 99,41 69,70

{FE} 91,85 100,00 94,20 44,15 0,88

(E) $6.93 97,93 37,55

{EH} 90,17 98,61 63,06

(S} 93.17 G7.82 24,53 0,87

{SE) 92,83 99.21 92,53 58,25 0.83 -Trp

{(PT) 94,91 97,72 95,22 40,00 0,85

HT 85,78 88,32 94,24 61,53 1.18

HE 58,38%** $2.98 95,39 50,75 0,6%-Trp

Hi 83,20 83,79 60,64 1,10

Residuo 83.90 89,35 86,62 17,49 0,32

Caseina 85,72 95,84 05,34 59,69 0,73

#¥ Foram himitantes os aminoacidos sulfurados {metionina + cistina), inclusive para ¢ calenlo de

PDCAAS. Guando indicado, foi limitante o tnptofano.
+#% Digestibilidade baixa devido ac alto teor de nitrogénio soivel {descontado no caloulo).

xxxx PPCAAS = Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Scoring (Henley & Kuster, 1994), com base
na digestibilidade “in vivo”
Digestibilidade A: Akeson & Stahmann (1964) B: McDonough ef alif {1990),

A digestibilidade “in vitro” foi determinada comparativamente pelo método de
McDonough ef alif (1990) e Akeson & Stahmann (1964). Os primeiros autores relataram um
estudo comparativo entre seis laboratorios que anakisaram 17 diferentes proteinas. O meétodo ¢
muito mais rapido que o de Akeson & Stahmann (1964}, que inclui uma série de operagtes, além
de incubagio por 24 horas. Foram testadas 19 preparagdes de concentrado protéico de tilapia do
Nilo, e 05 resultados foram em média 4,09% superiores, Para caseina, 0 método de Akeson &
Stahmann {(1964) forneceu o valor de 95,72% e o de McDonough et afii (1990), de 95.84%. A
Gnica amostra que apresentou diferenca expressiva, foi o scbrepadante do hidrolisado cujos
yalores foram: S58,38% e $2,92%, respectivamente. O resultado obtido pelo método de
McDonough ¢f alii {1990) foi muito mais proximo do valor que obtivernos na determinacio da

digestibilidade “in vivo” que foi de 93,39%. El & Kavas (1996} sugeriram 2 utilizaglio do metodo
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do pHstat na determinacio da digestibilidade para o céleulo de PDCAAS em substituiglio a

digestibilidade “in vivo”.

Existe uma aparente semelhanga entre os resultados da digestibilidade determinados
através de ensaios “in vivo™ e “in vitro”. Este fato foi observado por McDonough ef alii (1990)

ern relacio &s 17 proteinas que fizeram parte do estudo colaborativo do método.

Os amino4cidos sulfurados (Metionina + Cistina) foram os limitantes quando se calculou o
escore quimico para todos os concentrados, para o hidrolisado, ¢ inclusive para caseina. No ¢aso
especifico da caseina ndio foi pessivel quantificar a cistina, razdo pela qual, obteve-se escore
quimico um pouco mais baixo (59,69%), quando o valor encontrado na literatura ¢ de 62%
{Sheffener, 1967).

k.2

(O PDCAAS (Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Scoring’) ¢ um indice que
correlaciona o perfil de aminogcidos de uma proteina com digestibiligfade determinada atraves de
ensaio biologico com ratos. A FDA (Food and Drug Administration) recaménda a utilizaclo deste
indice para determinar a qualidade nutricional de alimentos infantis, razéo pelé qual, adota como
referéneia o padrio FAQ/WHO de requerimentos para aminoacidos para criangas de 2 a 5 anos,
por ser o grupo de maior demanda, uma vez que os requerimentos NUiTicionals vanam com a
idade. Este indice varia de O a 1. Todas as proteinas com PDCAAS igual a 1 sho proteinas de alia
qualidade e nutricionalmente equivalentes. Para caseina, o PDCAAS também ¢ igual 2 1. Devido
i dificuldade de determinar cistina na amostra analisada, em nosso caso, este valor fot
expressivamente menor (0,728). Para os congentrados o valor foi superior a 0,8, alcancando
valores elevados como 1 no caso do hidrolisado total e do sedimento do hidrolisado. Verifica-se,
contudo, que para a preparagho de surimi-etanol e para © sobrenadante do hidrolisade, ©
aminodcido limitante passou 2 ser o tripiofanc (Madi, 1993, Henley & Kuster, 1994,
Sarwar, 19%0).

Os indices quimicos fornecem uma estimativa da qualidade da proteina ¢ uma avaliagdo de
efeito de processamento, Resultados mais conclusivos foram obtidos mediante ensaios biologicos

com ratos. Estes resultados aparecem na Tabela 29.
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A op¢io pelo metodo do NPR baseou-se num estudo colaborative realizado por Sarwar
et atii {1984) para verificar a variabilidade dos métodos biologicos para determinacio da
gualidade nutricional das proteinas. Foram testados os seguintes métodos: PER, PER relativo,
NPR, NPR relativeo (NPRR) e utilizagio de N. O método NPR relativo foi ¢ método
recomendado por apresentar menor variabilidade (7%). A varabilidade foi ainda menor para
NPRR (4,7%). O NPRR relativo considera ¢ NPR da proteina teste sobre o NPR da caseina
suplementada com metionina. Para caseina o valor foi 4,6 £ 0,09; caseina + met, 534 £ 0,08.

Neste trabatho o NPR para caseina foi de 4,35 £ 0,19

Os indicadores de avaliagfio nutricional para os produtos de tilapia do Nilo, mostraram
valores mais elevados que a caseina, e ndo diferiram estatisticamente em fungiio do tratamento,
exceto no caso do hidrolisado. A semelhanca do que ocorreu com os indices quimicos, somente o
residuo da desossa mecdnica se mostrou nutricionalmente inferior, conforme j& era previsto. Uma
vez que este trabalho correlaciona propriedades nutricionais e funcionais, s6 foram considerados
para ensato biologico aqueles concentrados que, em uma avaliaclo preliminar, mostraram-se
promissores em relaglio a propriedades funcionais, e o hidrolisado que ¢ o objeto de estudo final
deste trabalho. O elevado valor nutricional dos concentrados analisados, incluindo sua alta
digestibilidade, os quais podem servir como ingredientes na fortificagiio de alimentos apontam

para a necessidade de investir em modificagdes que otimizem as propriedades funcionais.

O valor mutritivo do “marinbeef”, obtido a partir do sunimi, € semelhante ao dos peixes de
origem, atingindo valores como 98% de digestibilidade, NPU de 83-80%, PER 3,5 a 3.7

{superior ao da caseina = 2,8), ¢ valor biologico de 89 a 92% (Suzuki, 1987).

Sikka ef alii (1979} avaliaram nutricionalmente concentrado protéico de varias espéeies de
peixe, disponiveis na costa da India, em termos de PER (protein efficiency ratio), NPR (net
protein ratio), BV (biological value), aminoacidos, indice quimico, composigio centesimal, além
de valiacdo organoléptica. O PER fo1 significativamente superior ao da caseina, 0 NPR foi de
3,53 2 3,96 ¢ para a caseina de 4,6; os aminoacidos limitantes foram os sulfurados: metionina +
cisteina, € o valor biologico em média 63% o da caseina. Os valores obtidos neste trabalhe foram

semelhantes aos obtidos pelos autores supra citagos.
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Na tecnologia de obtengio de hidrolisados com suplementos nutrictonais, devido
principalmente & solubilidade, € usual considerar como hidrolisado a fragio que corresponde ao
sobrenadante (HS) (Thankamma ef alii, 1979, Mackie, 1982; Quaglia & Orban, 1987a; Hoyle, &
Merritt, 1994, Althouse ef alii, 1995, Shahidi ef alii, 1995). No presente estudo optamos pela
aphicacdo da fracio de hdrolisado total (H'T) para a elaboragio de suplemento para atletas, ¢ para
usos clinicos. A principal razic € que a fragio HS ¢ incompleta do ponio de vista nutricional
porgue ndo contém todos os aminodcidos presentes na proteina original. A consegiiéncia € uma
gualidade nutricional inferior, conforme ficou demonstrade atraves de indices quimicos e
biolégicos (Tabelas 23 a 25). O valor de 2,82 para o PER para HS € muito semelhante ao obtido
por Shahidi er alii (1995), cujos valores variaram entre 2,61 e 3,25, inferior portanto ao da

caseina (3,3},

A Figura 54 apresenta o perfil de aminodcidos totais na fragdc HS de hidrolisados
submetidos a diferentes graus de hidrolise, e a Figura 55 mosira como esta composigdo afeta o
PDCAAS. Verifica-se que mesmo para 40% de grau de hidrolise o valor ¢ inferior ao do
concentrado sem hidrolise, cujo valor é 1,0. A medida que se avanga no grau de hidrolise, o
PDCAAS se aproxima daquele do concentrado, numa relago linear (R*= 0,9905), que pode ser

descrita pela equacdio; y = 0,0143x + 0,0969. O aminoacido himitante ¢ o Trp.

4.4.2 Avaliacio bioquimica des soros sangiiineos dos ratos

Decorrido o prazo do ensaio bioldgico, o sangue dos ratos foi obtido por puncio venosa e
analisados para os diferentes componentes bioguimicos citados na Tabela 30, a qual apresenta
também os resultados da analise de varidncia (MANOVA) dos resultados obtidos. As Figuras
56A ¢ 56B apresentam de forma grafica os resultados de meédia ¢ desvios padriic dos
compenentes analisados. Na Figura 57 aparece graficamente o resultado do teste de intervalos de
Ronferroni, mostrando como estes componentes bioquimicos diferiram entre si. A analise de
varidncia mostrou que existe diferencga estatisticamente significativa entre os componentes $ercos

{Tabela 30).
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Figura S6A. Médias e desvios padriio dos componentes séricos de soro de ratos alimentados
com dietas a base de proteinas de tilapia do Nilo.

1 - Caseina 2 - Proteinas totais 3 - Surimi Etanol
4 - Fosforilada/Etanol 5 - Residuo desossa 6 - Hidrolisado total
7 - Hidrolisado sobrenadante 8 - Aprotéica

9 - Hidrolisado sedimento 10 - Ragdo para roedores
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Figura 56B. Médias e desvios padrio dos comp

onentes séricos de soro de ratos alimentados

com dietas a base de proteinas de tilipia do Nilo

1 - Caseina
4 - Fosforilada/Etanol

7 - Hidrolisado sobrenadante

9 - Hidrolisado sedimento

2 - Proteinas totais
5 - Residuo desossa

8 - Aprotéica

3 - Surimi Etanol
6 - Hidrolisado total

10 - Ragdo para roedores
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A Figura 57 mostra o resumo das comparagdes multiplas entre as dietas, ou seja,

comparando as dietas entre si, indica que componentes séricos apresentaram diferencas

significativas (p<0,05). Os quadros em azul indicam que a comparag@o se repete. Os quadros em

branco significam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as dietas

comparadas.Os componentes séricos que variaram estdo descritos nos quadros correspondentes.

Assim, quando se comparam, a dieta de caseina com a dieta FE, verifica-se que houve diferenga

estatisticamente significativa em relagdo ao teor de triacilglicerois (TAG).

CAS PT SE FE RES HT HS [ APRT | HI COM
CAS
PT
SE
TAG TAG
FE
COL |GLU |GLU [ALB
RES |[PRT |[COL |TAG
TAG COL
HT
HDL |GLU |GLU |HDL [ALB
HS TAG COL
URE |GLU |GLU |URE |URE |URE |URE
PRT |URE |URE |PRT |[COL [PRT |PRT
ALB |PRT |[PRT |ALB |LIP ALB |ALB
APRT |[TAG |ALB |[TAG HDL |HDL
GLU |GLU URE
TAG PRT
HI1 ALB
TAG |GLU |[GLU LIP LIP URE
LIP URE |URE PRT
TAG ALB
COM LIP

Figura 57. Analise de variAncia multivariada (MANOVA) do perfil bioquimico e Intervalos
de Bonferroni (p<0,05)

Dietas: CAS = Caseina

FE = Fosfatos/Etanol
HS = Sobrenadante do hidrolisado
RES = Residuo desossa mecanica
Indicadores bioquimicos:
GLU = Glucose
ALB = Albumina

URE = Uréia
AG = Triacilglicerois

PT = Proteinas totais

HT = Hidrolisado total

SE = Surimi/Etanol
COM = comercial

HI = Sedimento do hidrolisado
APRT = Aprotéica
HDL = Colesterol HDL

LIP = Lipidios Totais
PRT = Proteinas Totais
COL = Colesterol Total
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Na Tabela 31 s#o apresentados valores de referéncia para alguns dos componentes

bioguimicos de soro de ratos oriundos da literatura.

Tabela 31. Componentes bioguimicos de animais de laboratdrio

Componente/  Fonte Crispens, 1975* Meiby& Wolfensohn &
Altaman, 1977 Lloyds, 1995

Glicose {mg/dL) 70,0 119,0-279,0%* 50,0-135,0

Uréia {mg/dL) 35,3-38,3 15,1-36,0 15,0-21,0

Colesterol (mg/dL) 91,0-142.6 28.0-151,1 40,0-130.0

Triacilglicerdis (mg/dL 26,0-1450

Lipidies totais {mg/dL) 395,0-590,0 70,0-415,0

Proteinas totais (g/dL) 4,5-8,2 5,6-7,6

Albumina (g/dL} 3,1-3,4 2,7-4,3 3,8-4.8

Globulina (p/dL) 1,0 1,5-4,1 1,8-3.0

* yalores para canmmndongo
** valor mfluenciado pelo sexo e pela linhagem

Como se venifica a partir da andlise da Tabela 31, os valores de referéncia apresentam
faixas muito amplas. Quando se compara os perfis séricos da maioria das dietas fornecidas
{Tabela 28), as seguintes observagdes poderdio ser feitas: para glicose os valores variaram de
14,84 mg/dL. para dieta contendo residuc da desossa a 86,83 para dieta com o concentrado
protéico SE (surtmi-etanol). Os resultados mais baixos de glicemia (resultados abaixo do limite
inferior da literatura) foram para: residuo da desossa, dieta aprotéics, sobrenadante do hidrolisado
{HS), sedimento do hidrolisade (HI) e dieta comercial (NUVITAL). Nio temos no momento
nenhuma explicacdo para o gue aparenta ser uma baixa glicemia decorrente destas dietas
experimentais. Para as demais dietas fornecidas os valores de glicose estio dentro da faixa

apresentada na lteratura.

Para uréia, o imco valor encontrado um pouco acima dos limites da literatura foi para a
dieta aprotéica (47,08 mg/dL), e 1ss0 € compreensivel pelo fato da dieta aprotéica estimular o

catabolismo protéico e a sintese da uréia.

Para proteinas séricas, proteinas totats variaram de 5,01 para a dieta aprotéica a 7,07 g/dL
para a caseina, para albumina de 2,88 na dieta aprotéica a 4,15 para o hidrolisado solivel (HS) ¢
para globulina a faixa de variagfio foi de 1,32 para a dieta comercial a 1,85 para o HX. Todos os

valores de proteina variaram dentro da faixa de referéncia para ratos (Tabela 31),
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Com relag8io as fragdes lipidicas, lipidios totais variaram na faixa 314,82 ~ 506,36 mg/dL;
triacilglicerdis, 34,86 - 89,43 mg/dL e colesterol 42,91 - 68,33 mg/dL. Essas faixas de valores
estdo perfeitamente dentro dos extremos encontrados na literatura e tomados como referéncia. A
relagio HDL/LDL-colesterol apresentou a seguinte variagio, 0,9 - 8,4, sendo o valor mais baixo
para dieta contendo residuo da desossa e o mais alto para a dieta de caseina. Os valores de HDL-
colesterol apresentaram pequena variagdo 22,01 - 30,35 mg/dL enquanto que os LD L-colesterol
foram bastante varidveis, 3,54 - 30,62 mg/dL., o valor mais baixo para a caseina e o mais elevado
para residuo da desossa. De wm modo geral as dietas contendo proteinas de peixe originaram
valores bem mais elevados de LDL-colesterol. Embora as consequiéncias desssa tendéncia ndo
seja aparente, poderia estar indicando que as dietas contendo proteinas de peixe poderiam ser
mais aterogénicas que a de casetna, sendo que o residuo de tilapia do Nilo seria o mais

alerogenico.

Vazquez & Muniz (1994) revisaram cerca de 60 trabathos referentes ao metabolismo de
colesterol relacionando & proteina de pescado. Em ensaios realizados em coethos, ratos e
humanos ficou evidenciado o efeito benéfico da proteina de pescado sobre o metabolismo de
colesterol. Em humanos, a proteina de pescado elevou os niveis de HDL colesterol. Os autores
mencionaram trabathos que afirmam que ¢ teor de lisina determina a arterogenicidade da dieta.
Quanto menor o teor de lisina, menor a aterogenicidade da dieta. Posteriormenie se verificou que
a relacio arginina/lisina seria determinante. Nos dados apresentados pelos autores, o valor da
relaglo para caseima foi de 1,9 e da proteina de pescado, 1,4. Nos concentrados que foram
empregados nos ensaios biologicos neste trabatho, as relagles foram de 4,21 para caseina ¢ de
2.51 + 0,08 para a média dos concentrados FE, SE e PT. Outros aminoacidos que Intervém no
metabolismo de colesterol sdo: metionina, cistina, tirosina ¢ glicina. Quanto mais elevados seus

nivets, mator a aterogenicidade,

Ainda com referéneia ao metabolismo de lipidios, as dietas contendo o concentrado de
proteinas totais (PT) e surimi etanol (SE) mostraram valores estatisticamente iguais aos obtidos
com a caseina. A proteina tratada com fosfatos proporcionou um dos menores indices para
triacilglicerois, mas difere estafisticamente da caseina, para LDL-colesterol e um dos mais
elevados para HDL-colesterol. Para lipidios totais, exceto os ratos alimentados com dieta
gomercial {ragdo para roedores), os valores sfo estatisticamente iguais aos da caseina. Os
resuitados do trabalho de Sugiyama ef afii (1991b), mostram que ratos alimentados com

hidrolisado protéico de tilapia do Nilo apresentavam componentes sangiiineos normais.
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Qutra constatagdo ¢ permitida pela andlise das Figuras S6A e 56B, nas quais se verifica
que os desvios padrio para alguns dos componentes do soro foram um pouco elevados, apesar
dos resultados serem confirmados por insistentes repetigdes, ¢ respeitando-se 0§ prazos de
determinaciio destes componentes apos a extragio do soro. E provavel que isto tenha relagio
com o fato dos ratos serem muito heterogéneos. Para diminuir esta heterogeneidade, apds o
sorteio dos ratos, para compor os grupos experimentais, e antes de iniciar o ensato biologico, foi
necessirio fazer uma criteriosa redistribuigio para que todos os grupos fivessem 0 mesmo peso

médio e com o menor desvio padrio.

4.4.3 Aspectos nutricionais de sub-produtos do precessamento

O residuo de pele e ossos produzido nos processos de separagiio corresponde a mais de
50% na separagio mecinica, e mais de 70% na filetagem. Normalmente este residuo € destinado a
ensilagem, ou ¢ simplesmente descartado, mas existem trabalhos sugerindo o aproveitamento
deste residuo. Tarky er alii (1973) prepararam hidrolisado de residuo solido da industria
pesqueira com pepsina. O produto apresentou PER de 1,65 {caseina = 3,33). Quando adicionado
de caseina {rica em triptofano} em proporgdes iguais, o PER elevou-se para 3,39. Montecalvo ef
alif (1984), testaram varias formas de recuperar a proteina que sobra do restduo da filetagem de
linguado, avaliando varidveis como pH do meio de extragio, tempo e temperatura do processo,
precipitagio isoelétrica, relagio proteina/solvente, e na forma de complexos de fosfato as

proteinas solaveis resultantes da precipitagio isoelétrica. O rendimento foi de cerca de 70%.

No preparo de produtos como o surimi, ou o “marinbeef” (Suzuki, 1987), o residuo ¢
liguido e corresponde as diversas fragdes de lavagem com soluglo salina, bicarbonato e agua e
contém cerca de 20 - 36% de proteina. (Lee, 1984; Wu ef afif, 1991; Hall & Ahmad, 1992; Yean
et alii, 1994). Em algumas plantas existem sistemas de microfiliragio e ultrafiltragdo para
reutilizacio da 4gua na etapa seguinte, mas muitas vézes este material é descartado. Parte dos
sdlidos soliveis perdidos nestas fragbes podem representar proteinas miofibrilares de alta
funcionalidade e que devem ser recuperados, caracterizados e reutilizados para agregar valor, ao
mesmo tempo que com a recirculagio pode-se poupar dgua (Lin 7 ofii, 1995). Spinelly & Koury
(1970) compararam 4 tipos de fosfatos complexos, sob condiges 4cidas, para precipitagio das
proteinas sarcoplasmaticas. O hesametafosfato de sodio (HMP) foi o que proporcionou maior

recuperagiio. Foram comparados os indicadores desta proteina e com tratamento posterior com
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isopropanol (IP}. O PER foi 4,0 para a proteina complexada com HMP (caseina 3,11), e de 3,82

para a2 amostra HMP/IP. O teor de lisina disponivel foi de 6,7% e 6,5% respectivamente.

A Tabela 32 mostra os resultados da digestibilidade aparente da proteina das dietas
{DAPD) e digestibilidade aparente da proteina dos ingredientes {DAPI) para juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus), determinadas conforme proposto por Nose (1966), ¢ Cho ef alii
{1974), e deswito detalhadamente em Metodologia (item 3.3.10), comparativamente a
digestibilidade “in vitro” (DV) determinada pelo método de McDonough ef afii {199C). O perfil

de amineacidos pode ser verificado na Tabela 33,

Tabela 32 Digestibilidade aparente dos residuos de processamento para peixes ¢
digestibilidade “in vitro”

Dieta DAPD (%) DAPI (%} DV (%)
Dieta referéncia §7.92

Residuo 83,40 72,87 83,90
Residuo hidrolisado 84,31 75,82 89,43
Sarcoplasmatica 87,64 86,91 91,98

Verifica-se que a digestibilidade ¢ visivelmente melhor na fraglo sarcoplasmética, cujos
valores estdo bem proximos da dieta de referéncia, que € uma dieta bem balanceada quanto &
quatidade. Para os peixes em geral, a digestibilidade de alimentos protéicos situa-se na faixa de 75
a 95% {NRC, 1989). Trabathando com pacu, Careiro (1990} determmou a digestibilidade
aparerte da proteina de varias dietas experimentais obtendo valores médios de 75,03% a 90,87%,
valores entre os quais se incluem os obtidos com os sub-produtos de processamento de tilapia do

Nilo, aqui estudados.

Vietra ef alii (1995) prepararam hidrolisado de cefalotorax de lagosta (Pammulirus ssp),
utilizando papaina, pepsina ¢ uma protease flingica, contendo 63 a 78% de proteina, 7 a 10% de
lipidios, umidade de 2,7 a 6,0%, ¢ cinzas variando em tomo de 7% para pepsina e protease
fingica ¢ 27% para pepsina. Os autores nfo realizaram ensalos para avaliar a qualidade

nutricional dos lidrolisados.



Tabela 33. Composiciio de aminodcidos indispensiveis de sub-produtes de tilipia do Nilo

Aminoacides {g/100g prot)  Sarcoplasmaitica Residuo desossa Padrioc FAQ/WHO

Z2-5anos
Histidina 3,85 3,17 1,90
Lisina 6,56 7.35 5,80
Metionina + Cistina 231 0,92% 2,50
Fenilalanina + Tivosina 7,44 5.15% 6,30
Leucina 6,36 5,38 6,60
Isolencina 3,71 1,84* 280
Valina 4 18 3,40 3,30
Treoning 4,68 3,63 3,40
Triptoefane 0,57 0, 44* 1,10

* Ammnoactdos limitantes

O valor biologico do residuo da desossa foi obtido através de ensaio bioldgico com ratos,
g correspondeua a 86,61%. Para proteinas sarcoplasmaticas os aminoécidos Imitantes foram
metionina + cisteina {escore quimico = 43,58}, O PDCAAS para o residuo foi de 0,32, tendo
como aminoacidos limitantes metionina e cisteina, calculadoe sobre o valor da digestibilidade “in
viva”, que foi de 86,02%. A fraglo sarcoplasmatica mostrou valor um pouco maior para o
PDCAAS (0,475}, tendo como aminodcido Hmitante o triptofano. Estes sub-produtos podem ser

ndicados como componentes protéicos para ragio animal.

4.4.4 Aplicacio dos hidrolisados em alimentos para fins especiais

Foi preparado um hidrolisade de alto grau de hidrdlise (43%), a partir do concentrado
obtido com etanol a quente (EQj), e contendo 88% de proteina (teor de aminodcidos livres
superior a 30% e perfil de peptidios que podem ser verificados na Tabela 14 ¢ Figura 16 ). O
perfil de aminoacidos totais e Hvres aparece na Tabela 34, OUs teores de minerals aparecem na
Tabela 35 Esta preparaciio serviu de base para o desenvolvimento de um produto para ser

incluidc em alimentos para fins especiais.

A pringipal limifagdo ¢ 0 sabor amargo e reminescente a peixe. Testes preliminares com
preparagles liquidas contra-indicaram esta forma de uso do hidrolisado. Mas ¢ produto pode
servir de base protéica para produtos para alimentagio enteral, uma vez que a dieta ¢
administrada atraves de sondas. O encapsulamento, conforme mostra a Figura 58, pode ser uma

forma de administragio do hidrolisado. O incoveniente é que o nimero de capsulas a serem



ingeridas diariamente seria muito grande porque em cada capsula foi possivel acondicionar apenas
700 mg de proteinas. Por outro lado, foram obtidos bons resultados preliminares mediante adigao

em produtos de panificagdo como tortas salgadas e biscoitos.
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Figura 58. Capsulas de hidrolisado protéico de tilapia do Nilo



Tabela 34. Perfil de aminodcides livres e totais de hidrolisade protéics de tildpia de Nilo
comt 45% de grau de hidrolise

Aminoacidos Aminodcidos totais  Aminodcidos livres Padrio FAD*
{z/100g prot}

Histidina 4,19 (3,29 1,90
Lisina 10,17 3,93 5,80
Metionina 2,76 2,82 2,50%*
Cistina 0,83 045

Femilalanina 3,88 2.17 6,30%**
Tirosina 3,54 1,44

Leucina 8,36 6,26 6,60
Isoleucing 471 2,16 2,80
Valina 5,08 2,70 3,50
Treonina 5,10 0,00 3,40
Triptofano (3,40 0,30 1,10

* Padrio FAQ/WHO para criangas de 2 a 5 anos

** Metiomng + Cistina *#* Fenilalanina + Triptofano

Tabela 35. Minerais em hidrolisado de tilapia do Nilo com 45% de grau de hidrélise

Mineral Teor {mg/kg) Valores recomendados®
Alumine 814015

Bario (.35 + (0,008

Cilcio 252439 %33 13 1200 mg
Coballo 2,29 0,03

Cromo 5,29+ 021 50-200 ug
Cobre 2,91 £ 0,05 i,.5-3,0mg
Ferro 42 42 £ 026 10 mg
Potissio 1316,97 £ 6,33 2000 mg
Litie 0,8265 + 0,003

Magnésio 484,43 £ 2,98 330 mg
Manganes 0,83 + 0,003 2,5-50mg
Sodio 370395 £ 8,19 300 mg
Fasfore 2361,49 £ 20,75 1200 mg
Zinco 4599 + §,66 1S mg

* NR{ para homens de 72 kg (National Research Commgcil, 1989).

O resultado da analise microbioldgica deste hidrolisado aparece na Tabela 36.
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Tabela 36. Andlise microbiologica de hidrolisado protéico de tilipia de Nilo

Determinacio Resnitado

Salmonella (em 25g) Ausente
Coliformes totais (NMP/g)* < 0,3
Coliformes fecais (NMP/g) <{3
Staphylococcus aureus (UFCig)** <107
Buacillus cereus (UFC/g) <107
Clostridios sulfito redutores (UFC/e} <10
Contagem de bolores e leveduras (UFC/g) 4% 10

* Namerp Mais Provavel/g
** Unidades Formadoras de Coldmas/g

Foram desenvolvidas formulaces de biscotto doce e salgado, nos quais parte da gordura
foi substituida por substitutos de gordura de base protéica. ou seja Dairo-Lo” para o biscoito
doce e Simplesse” para o biscoito salgado. A composigio centesimal dos biscoitos aparece na

Tabela 37 e sua aparéncia na Figara 59

Tabela 37. Composiciio centesimal dos biscoitos preparadoes com hidrolisade de tildpia do
Nilo '

Componente (g%} Biscoite doce Biscoito salgado
Proteinas 19,86 £ 0,05 20,31 +0.20
{Carboidratos * 30,05 58,35
Lipidios 10,84 + 0,35 8,19 + 0,52
Umidade 1,10 24,11 7,58 £0,07
Cinzas 3,35£0,07 2,17 £0,05
Fibras 4,80 % 2,40 &

* por diferenca, excluindo as fibras

O teor de proteinas de um biscoito doce comercial, semelhante ac desenvolvido neste
trabalho, foi de 7,31 + 0,03, e de gordura, 11,16 £ 0,28, Para o biscoito salgado, os valores foram

7.84 + 0,17 e 14,97 + 0,34, para proteinas e gordura, respectivamente.
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HIDROLISADO PROTEICO
DE PESCADO

GRAL DE HIDROLISE 45%

Biscoito Doce
(Tipo "Snacks”™) [Tipo “Cookies”)

Figura 59. Biscoitos para atletas enriquecidos com hidrolisado de tilapia do Nilo

O teste de aceitacdo foi realizado com 100 atletas (50 do sexo feminino e 50 do sexo
masculino), com idade cuja média e mediana eram de 15 anos, das seguintes modalidades
esportivas: natagdo, “handball”, voleibol, e futebol de saldo. Os atributos avaliados foram: cor,
odor. sabor, intensidade de sabor doce/salgado (para cada caso), crocincia, dureza e aceitagao
global. Através do teste de Wilcoxon para dados pareados (estatistica ndo paramétrica), houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo a cor, sabor, crocancia, dureza €
aceitagio global. O biscoito salgado foi o preferido independente do sexo dos provadores. O
biscoito salgado recebeu as melhores médias para quase todos os atributos, exceto dureza
(porque foi considerado mais duro que o doce) e odor (reminescente a pizza). Como o objetivo
era a obtencdo de um produto natural, o biscoito salgado foi adicionado de queijo provolone e
orégano, o que fez com que seu odor fosse mais acentuado, mas sem comprometer a qualidade do
produto. Independente da modalidade esportiva, no atributo aceitacdo global, para o biscoito
doce, 14% assinalou que gostou muito e 36% que gostou. Para o biscoito salgado, os percentuais
foram 11% e 66% respectivamente. Considerando a aceitagdo dos biscoitos, acreditamos que esta
seja uma das aplicagdes para o produto e eventualmente em usos clinicos para portadores de
sindromes de ma-absorcdo, de alergias alimentares, pacientes que sofreram queimaduras, e para

outras aplica¢des, bastando otimizar a formulagao para a aplicagao especifica.
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4.4.5 Peptidios com atividade fisiologica: inibidor de enzima conversora
de angiotensina (ACE)

Em ensaios preliminares foi detectada a presenca de peptidio(s) com aglo mibidora sobre
a enzima conversora da angiotensina (ACE-peptidildipeptidic hidrolase - EC 34.15.1). Os
ensaios foram realizados comparando-se hidrolisados obtidos com Alcalase” e Flavourzime®. De
uma forma geral estes peptidios sfo encontrados em hidrolisados alealinos, e neste caso,
verificou-se que a atividade inibidora do hidrolisade obtido com Alcalase™ {pH 8,0) foi maior que
o obtido com Flavourzime™ (pH 7.0%, conforme mostra a2 Fabela 38 Inicialmente foram
analisadas as fragbes com pese molecular inferior a 5 kDa, com base na informagic de Ariyoshi

(1993) de que este inibidor teria PM inferior a 2 kDa de pese molecular.

O método espectrofotométrico para determinagfio da atividade da enzima se baseia no
aumento da absor¢io a 340 nm decorrente da clivagem do substrato sintético N-[3-(2-
furihacriloit]-L-fenilalanil-glicil-glicina (FAPGG), a N-[3-(2-furilacrilotl] - L-fenilalanit (FAP),
conforme descrito por Harjanne (1984), A unidade enzimatica foi definida como quantidade de
enzima que catalisa a formagdo de | micromol de N-[3-(2-furilacriloil] - L-fenilalani por minuto
a 37°C. O sistema de incubagiio continha 33,5 U/L, sobre as quais se efetuaram os ensaios de
inthico, avaliando-se a quantidade de proteina responsavel por inibir 30% da atividade enzimética

{(ICsp).

Tabela 38. Inibicko de enzima conversora de angiotensina (ACE) por hidrolisades de

tilapia de Nilo
Material mg proieina para 36% inibicko

{150}
HS Flavourzime 25% hidroélise 0,087
HS Alealase 25% hidrolise 0,064
Flavourzime ultrafilirado <8 kDa 0,074
Alealase ultrafilirado <S5 kbBa 0,057
Fracio purificada por HPLC (Alealase} 0,0048

Verifica-se que houve uma concenirago da atividade inibidora da enzima quando se
tentou separar os peptidios com esta atividade. Para o inibidor de ACE da Sigma, o 1Cy fo1 de
0,0015 mg. Como o hidrolisado de Alcalase” se mostrou um pouce mais ative que o de
Flavourzime®, optou-se por tentar, através dele, separar o peptidio por HPLC. As condigdes para
HPLC foram as mesmas que para determinagiio do perfil de peptidios dos hidrolisados. O peso

motecular aproximade do peptidio isolado de tilapia do Nilo foi de 1,3 kDa, que corresponderia a
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um nonapeptidio (9.4 residuos), baseando-se no fato de que o inibidor Sigma é um octapeptidio
com peso molecular de 1,10 kDa, com a seguinte seqiiéncia de aminoacidos: glu-trp-arg-pro-gin-
ile-pro. Este resultado deve ser considerado com reservas porque a coluna disponivel (Protein
Pak 60 - Waters) ndo apresentava alta resolugdo nesta regido. Este resultado apenas confirma a
presenga de um peptidio com atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina I em

angiotensina 11,

Em sardinha foram encontrados peptidios contendo 3,5,6 e 8 residuos de aminoacidos, e
em bonito, peptidios com 3 e 6 residuos com atividade inibidora de ACE. Nos dois casos, o
tripetidio apresentou atividade inibidora mais elevada, e o hidrolisado com pepsina foi mais ativo
que os de tripsina e quimiotripsina. Hidrolise de caseina com tripsina levou ao aparecimento de

um dodecapeptidio com elevada atividade inibidora de ACE (Ariyoshi, 1993).

Quando se tentou verificar o efeito da concentragdo do hidrolisado sobre a atividade
inibidora na fra¢do inferior a 5 kDa do ultrafiltrado do hidrolisado a 25% de hidrolise com

Alcalase” (HS), encontrou-se uma relacdo linear e de alta correlacdo (0,96) entre o teor de

proteina e a atividade inibidora.

[ a ]
80 - |
‘ y = 685,24x+ 0,16 }
‘ o 00 - 2 _ .
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B 40 +
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Figura 60. Efeito da concentracio de proteinas sobre a inibi¢io da enzima conversora de

angiotensina I en angiotensina Il (ACE)
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Peptidios com atividade inibidora de ACE foram detectados em varias espécies de peixe
de agua salgada, como atum, sardinha, bonito ¢ em ostra (Ariyoshi, 1993; Astawan ef afii, 1995,
Matsut ef alii, 1993; Matsumoto et alif, 1994, Matsumura ef afii, 1993; Seki ef alii, 1993;
Sugiyama ef gfii, 1991a). A maioria dos trabathos nesta drea sfio recentes e foram conduzidos no

Japio.

Deeslie & Cheryan (1981) discutiram a utilizagfio de um métode simples e rapido para
monitorar o produto de hidrdlise a partir de um reator de fluxe continuo. Compararam oS
resultados obtidos por leitura espectrofotométrica direta a 280, 215, ¢ 225 nm com 08 resultados
obtidos pelo método do bureto. Nas tres situacdes os valores foram superestimados. A medida da
diferenca da absorbineia a 215 e 225 mostrou resultados mais proximos ao de biureto. Nenhum
dos métodos detecta aminoacidos livres, mas a concentragio de ligagfes peptidicas. O
cromatdgrafe utilizado para HPLC emprega detector de UV e as letturas foram feitas a 220 nm,
razio pela qual utilizamos a mesma medida para determinar o teor de proteina das fracdes
purificadas contendo o inibidor de enzima conversora de angiotensina I em angiotensina 11, tendo

como padrio o intbidor de ACE da Sigma.
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5. CONCLUSOES

1. No preparo de concentrados protéicos de pescado ocorre ¢ comprometimento das
propriedades funcionais. O tratamento de proteinas muofibrilares de tildpia do Nilo com
polifosfatos (CP} methorou significativamente as propriedades funcionais das proteinas
comparativamente ap concentrado obtido com etanol a quente (EQ). O sabor suave, a qualidade
nutricional e as propriedades funcionais apresentadas pelo concentrado CP indicam seu uso em

alimentos solidos enriquecidos, especialmente aqueles formulados & base de cereais.

2. A hidrolise enzimatica teve efeito marcante na melthoria das propriedades funcionais do
concentrado preparado mediante tratamento com etanol a quente (EQ). For considerado
hidrofisado total a mistura de reagdo (H'T') sem separagiio da fracio soltvel (HS) e insolivel (HI).
A solubilidade aumentou de 3,22 + 0,09% no concentrado com etanol a quente (EQj} para 35,74
+ 1,03% no seu hidrolisado com GH de 14%. O hidrolisado que apresentou melhores
caracteristicas para propriedades como capacidade emulsificante e estabilidade de emulsdo foi
aquele com GH de 7%. O sobrenadante do hidrolisado a 7% foi a methor fragio em relagho as
propriedades de formagio e estabilidade de espuma. Para o indice de atividade emulsificante o
hidrolisado com GH 9% apresentou os melhores valores. A capacidade de absorcfio de agua e de
dleo do concentrado EQ foram superiores as dos hidrolisados. As tensdes superficial ¢ interfacial
dos hidrolisados foram inferiores as dos concentrados. O amargor do produto com 25% de
hidrélise com Alcalase® foi estatisticamente superior ao do produto obtido com Flavourzime®. A
avaliacio conjunta das propriedades funcionais através de Analise de Varifincia Multivariada
permitiu demonstrar que as determinag@ies de propriedades funcionais realizadas neste trabalho

forneceram dados consistentes, e resultados coerentes.

3. A hidrélise controlada nio afetou o valor nuiritivo dos diversos concentrados e hidrolisados
preparados, comparativamente ao da casefna. Os valores foram mais proximos aos da caseina
quando se empregou o hidrolisado total do que quando foram testados separadamente as fragBes
soltvels e insoltiveis dos hidrolisados. Fol constatada a ocorréncia de peptidios com atividade
inibidora da enzima que converte angiotensina I em angiotensina 1 (ACE), e portanto com

atividade hipotensora.
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4. O processamento dos concentrados originou dois sub-produtos: o residuo da desossa meclnica
e o concentrado de protefnas sarcoplasmaticas. Ambos foram avaliados nutricionalmente e

mostraram-se potenciatmente promissores na alimentagiio de peixes e de outros animais.

5. Quando se analisam conjuntamente os objetivos propostos € 08 resultados obtidos, verifica-se
que o trabalho foi bem sucedido porque obtivemos concentrados e hidrolisados de boa
funcionalidade, e alto valor nutritivo. Um hidrolisado de alto grau de hidrolise {45%) for
empregado como suplemento protéico na elaboragéo de biscoitos nutricionalmente modificados

para atletas, com boa aceitagio.

6. Foi possivel sugerir o aproveitamento total da matéria prima, sem perda dos sub-produtos de
processamento. Ambos foram avaliados nutricionalmente e mostraram-se Promissores na

aimentacdo de peixes e outros animais.
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