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RESUMO

O armazenamento sob congelamento de carne e produtos cérneos,
favorece o desencadeamento da oxidacdo de lipideos, sendo esta alteracao
indesejavel frequente em pescado, devido principalmente ao alto grau de lipideos
insaturados que apresenta. A oxidagdo lipidica origina compostos que interagem
com as proteinas miofibrilares, causando modificagdes traduzidas em decréscimo

das propriedades funcionais do material.

A escassez de pesquisas enfocando o aspecto tecnolégico de peixes de
agua doce no Brasil, aliada ao controle total das condi¢cbes de pesca, transporte,
armazenamento e processamento, permitindo a excelente qualidade da matéria-
prima inicial, foram os fatores principais que motivaram o desenvolvimento deste
estudo, cujos objetivos gerais foram avaliar o efeito da oxidagao lipidica sobre as
propriedades funcionais das proteinas miofibrilares de musculo de pacu
(Colossoma mitrei) armazenado a -20° C por 180 dias e avaliar a influéncia da
oxidagcdo de lipideos nas propriedades de cor e textura de hamburgueres de

pescado, estocados a -20° C por 150 dias.

O pacu foi caracterizado como um peixe com alto teor protéico e médio teor
de lipideos, apresentando a seguinte composi¢do quimica: umidade
(74,90%=0,18), proteina (18,46%=0,08), lipideos (5,09%+0,04), cinzas
(1,27%=0,01). O tecido muscular apresentou 60,37% de proteinas miofibrilares,
31,54% de proteinas sarcoplasmaticas e 5,04% correspondentes a fragéo

estromal.

A atividade Ca-ATPasica da miosina decresceu 55% ao longo do
armazenamento sob congelamento dos filés de pescado paralelamente ao
desenvolvimento da oxidagao de lipideos. A atividade Ca-ATPasica e a oxidagdo



lipidica apresentaram correlagdo negativa significativa, e a andlise eletroforética
das proteinas miofibrilares mostrou significativa diminuicdo das cadeias leves da
miosina e leve decréscimo da cadeia pesada ao longo do periodo de estocagem
sob congelamento. A solubilidade protéica também sofreu a influéncia da oxidagéo
de lipideos diminuindo com o aumento dos niveis da oxidagdo, avaliada pelo teste
de TBA (Thiobarbituric Acid Test). A minima concentracdo de proteina requerida
para a formacéo do gel foi de 3% a pH 6,0. A anélise da textura dos géis protéicos
evidenciou decréscimo da dureza dos geéis simultaneamente ao aumento dos
valores de TBA, estabelecendo-se alta correlagdo negativa entre a reducdo da
forca dos géis € a oxidacdo de lipideos. Foi observado que a utilizagdo de
pescado em estado de pre-rigor mortis possibilitou menores percentuais de
umidade espremivel dos géis protéicos.

O efeito da oxidagdo na modificagdo na cor original de hamburgueres de
pacu foi significativa, sendo possivel estabelecer altas correlagdes entre os
parametros L, a, b, e o processo de oxidagao, entretanto, modificacbes
expressivas no perfil de textura do produto reestruturado, mantido sob

congelamento por 150 dias, n&o foram observadas.



SUMMARY

The frozen storage of meat and meat products favors the development of
lipid oxidation. Fish and fish products are particularly susceptible to this reaction
due to their high content of unsaturated lipids. Lipid oxidation gives rise to several
intermediate compounds wich can interact with myofibrillar proteins, changing their

functional properties.

The lack of researches focusing on the technological aspects of fresh water
fishes and the adequate control of capturing conditions, transportation, storage and
processing causing a good quality of the fresh product motivated the present study.
The aim of this work was to study the efffect of lipid oxidation on the functional
properties of myofibrillar proteins from pacu’'s (Colossoma mitrei) muscle during
frozen storage at -20° C for 180 days and to investigate the influence of lipid
oxidation on color and texture of fish hamburgers, stored at —20° C for 150
days.

Pacu typically shows a high and medium protein and fat content,
respectively. The proximate composition of the muscle shows moisture
(74,90%+0,18), protein (18,46%+0,08), lipid (5,09%+0,04) and ash (1,27%=0,01).
The muscle tissue contains 60,37% of myofibrillar proteins, 31,54% of

sarcoplasmic proteins and 5,04% of stromal proteins.

The Ca-dependent ATPase activity decreased by 55% during frozen storage
while lipid oxidation increased in a similar pattern. Ca-dependent ATPase activity
and lipid oxidation had a significant negative correlation and the eletroforetic
examination of the myofibrillar proteins showed an intense decrease of the myosin
light-chain and a slight decrease of the myosin heavy-chain during frozen storage.

Protein solubility decreased as the oxidation levels increased (measured by TBA-



thiobarbituric acid test). The minimal protein concentration for gel formation was
3% at pH 6,0; gel hardness decreased with the increase in TBA values, showing a
strong correlation. It was observed that the utilization of muscle in the pre-rigor
mortis stage produced gels with lower values of expressible moisture.

The efffect of lipid oxidation on color was detected and high correlations
between L, a and b parameters and oxidation process was observed. Frozen

storage for 150 days did not change the texture profile of hamburgers. significantly.



1 INTRODUGAO

O congelamento do pescado € um importante método para a preservacdo
de sua qualidade, uma vez que este processo determina o controle do
crescimento bacteriano e de algumas alteragdes de origem quimica. Contudo,
alguns constituintes musculares, como os lipideos e proteinas sofrem alteracdes
indesejaveis, ndo sendo inibidas pela utilizagdo e estocagem da matéria-prima em
baixas temperaturas (SHENOUDA, 1980).

Proteinas, especialmente as miofibrilares, constituem-se nos principais
componentes estruturais e funcionais do musculo, apresentando excelentes
propriedades de gelatinizagdo, emulsificagdo, capacidade de retencdo de agua,
formacgao de espuma e solubilidade (KINSELLA, 1982).

As propriedades funcionais tém sido definidas por KINSELLA (1982) como
propriedades fisico-quimicas que afetam o processamento e comportamento das
proteinas em em sistemas de alimentos, durante a preparag&o, processamento,
estocagem e consumo, sendo influenciadas pela natureza e extensdo das
interacoes das proteinas entre si, com outros componentes e com a agua no
sistema de alimentos. A compreenséo das propriedades funcionais das proteinas
é importante, uma vez que permite a producéo de fontes carneas de menor custo,
a utilizacé@o de fontes protéicas n&o tradicionais e o aperfeigoamento dos produtos
existentes (KINSELLA, 1982).

A utilizacdo da temperatura de congelamento atua como agente
desnaturante das proteinas miofibrilares, provocando prejuizos as propriedades
funcionais, constituindo-se em um problema de ordem tecnoldgica (SIKORSKI et
al., 1976; ZIEGLER & ACTON, 1984). Estes prejuizos sao causados por

alteragbes nas proteinas, durante a estocagem sob congelamento, resultando na



formagéo de ligagbes cruzadas intermoleculares e conseqlentemente agregacéo
e desnaturagao da actomiosina. (SHENOUDA, 1980).

Os peixes contém acidos graxos altamente insaturados, o que Ihes confere
maior susceptibilidade a oxidac&o de lipideos. Este processo leva a alteragdes da
qualidade através de modificacbes no aroma, cor, sabor e consisténcia do
pescado, além de influenciar negativamente a funcionalidade das proteinas
(HSIEH & KINSELLA, 1989; XIONG, 1995).

Diferentes autores tém relatado a interferéncia da oxidagéo lipidica nas
propriedades funcionais das proteinas miofibrilares, assumindo que ocorre
polimerizacdo e agregacio protéica, resultante da presenca e interagdo de
lipideos oxidados ou compostos resultantes da oxidagéo de lipideos, acarretando
a formagdo de um polimero lipoprotéico, caracterizado por insolubilidade
(KHAYAT & SCHWALL, 1983; KELLEHER et al., 1994).

Deterioragdo na textura, flavor (sabor/aroma) e cor constituem sérios
problemas, especialmente quando praticas inadequadas de congelamento s&o
empregadas, gerando produtos de qualidade inferior. As modificacdes
indesejaveis no flavor ocorrem devido a formagdo de compostos de baixo peso
molecular, resultantes da oxidagdo lipidica ou da degradacdo protéica. As
modificagdes na cor e aparéncia decorrem de alteragdes irreversiveis nas
proteinas musculares, proteinas ligadas a pigmentos ou a certas proteinas
pigmentadas (SHENOUDA, 1980; SUZUKI, 1981).

O potencial de produgao de peixe em cativeiro de agua doce é muito
grande no Brasil, devido &s suas caracteristicas hidricas e geogréficas, porém, a
piscicultura de agua doce € uma atividade relativamente recente como exploracéo

economica. O beneficiamento/industrializagdo de peixes de &gua doce é
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insignificante, sendo na sua maioria adquiridos e consumidos ap6s a despesca
(GOMES et al., 1994).

MAIA et al. (1982) e GOMES et al. (1994) realizaram pesquisas enfocando
0 aspecto tecnoldgico de peixes de dagua doce, obtendo bons resultados quanto as
propriedades sensoriais e funcionais nos produtos processados, porém ndo existe

no Brasil volume algum expressivo de produto que empregue esta matéria-prima.

Entre os peixes mais estudados para utilizacao em piscicultura estao os do
género Colossoma, incluido o pacu, identificado como Colossoma mitrei. Tal
género € constituido por peixes de grande porte e rapido crescimento, com
caracteristicas de rusticidade e habito alimentar que tornaram-nas objeto de
ateng@o de biologistas de pesca da América Latina (BARBOSA, 1986).

A importancia desta pesquisa justifica-se entdo, na necessidade de
estabelecer a correlagdo do desenvolvimento da oxidag&o lipidica com possiveis
modificagdes nas propriedades funcionais das proteinas miofibrilares extraidas de
musculo de pacu (Colossoma mitrei) e a correlacéo entre as alteragdes na textura,
cor e caracteristicas sensoriais de hamburgueres de pacu estocados sob
congelamento, com a oxidagao de lipideos.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais da espécie Colossoma mitrei
O pacu &€ um peixe que pertence a ordem Characiformes, sub ordem

Characoidei, familia Serrasalmidae, género Colossoma e espécie Colossoma
mitrei (Berg, 1895).



O pescado da presente tese foi inicialmente identificado por Holmberg, em
1887, como Piaractus mesopotamicus e mais tarde por Berg, em 1895, como
Colossoma mitrei (GERY, 1986).

Esta espécie tem como habitat os rios Paraguai-Uruguai, e se estende
também ao Pantanal do Mato-Grosso, Brasil. Tem porte grande, e alta
prolificidade tornando-se uma espécie adequada para a pratica da criagido de
peixes em cativeiro (SILVA, 1987).

O pacu € vulgarmente conhecido como “porco d'agua’, uma vez que
durante a época das cheias alimenta-se de matéria-prima de origem animal e
vegetal, desde pequenos peixes e crustaceos até folhas e frutos. Nesta ocasido, o
pacu invade os campos, a fim de aumentar as suas reservas, em forma de
gordura, para enfrentar o periodo das secas (SILVA, 1987).

Trata-se de uma espécie que apresenta boas caracteristicas culinarias,
apreciada por sua musculatura com boa textura, de bom sabor, contando com
elevada importancia na pesca comercial em suas regides de origem (SILVA,
1987).

2.2 Composicao quimica
O musculo ou filé representa a principal parte comestivel do pescado e
consiste de musculos corporais, além de tecido conectivo, adiposo e pequenos

ossos intermusculares (OGAWA & MAIA, 1999).

Segundo SUZUKI (1981) e SANCHEZ (1989) a composigdo quimica do
pescado varia de acordo com a espécie, e dentro de uma mesma espécie. Tem-se



observado que tais variagdes individuais estédo relacionadas com fatores como a
estacdo do ano em que foi realizada a captura, regido geogréfica, temperatura da
agua, e com particularidades como: idade, sexo, zona do corpo, tipo de musculo,
desenvolvimento gonadal, estado nutricional e tamanho do pescado.

O pescado, de acordo com STANSBY (1962), pode ser classificado
segundo os seguintes critérios:

-Categoria A: baixo teor de gordura (<5%) e alto teor protéico (15-20%).

-Categoria B: médio teor de gordura (5-15%) e alto teor protéico (15-20%).

-Categoria C: alto teor de gordura (>15%) e baixo teor protéico (<15%).

-Categoria D: baixo teor de gordura (<5%) e muito alto teor protéico (>20%).

-Categoria E: baixo teor de gordura (<5%) e baixo teor protéico (<15%).

Segundo STANSBY (1962), as categorias A e B abrangem a maioria das
espécies, sendo que algumas delas mudam de categoria ao longo do ano, como é
0 caso do salméao e da carpa.

A composicdo do musculo de pescado é aproximadamente 68-84% agua,
15-24% proteina, 0,1-22% lipideos, 1-3% carboidratos, 0,8-2% substancias
inorganicas (SUZUKI, 1981).

Sobre a composicao quimica de peixes de agua doce do Brasil, algumas
referéncias foram encontradas. MAIA et al. (1983) obtiveram teores médios de
76,5% de umidade, 20,41% de proteina, 2,3% de lipideos e 1,3% de cinzas para o
curimbata (Prochilodus scrofa).

MORAES et al. (1984) estudaram a correlagdo entre a composi¢ao quimica
e alguns parametros biolégicos em saguiru (Curimatus elegans), bem como a sua
variacdo mensal. Constataram relacdo inversa entre os teores de umidade (em

média 78,04%) e de lipideos (em média 3,03%), ndo havendo relagéo entre o teor
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de umidade e proteina bruta (17,66%). O teor médio de cinzas foi de 1,27%. Os
autores enquadraram a espécie na categoria A estabelecida por STANSBY
(1962).

Estudando aspectos nutritivos de alguns peixes da Amazénia, ROCHA et
al. (1982) determinaram a composi¢do quimica de pacu, identificado como
Mylossoma spp, nao se tratando da espécie Colossoma mitrei originaria do
Pantanal, caracterizado como um peixe gordo com 8,0% de gordura, 71,5% de

umidade, 18,3% de proteina e 2,2% de cinzas.

MACHADO (1989) estabeleceu a seguinte composicdo quimica apds
estudo com musculo de pacu (Colossoma mitrei): agua (67,7+0,9%), proteina
(13,0+0,3%), lipideos (17,2+0,6%) e cinzas (1,3+0,1%).

2.2.1 Lipideos

O teor de gordura é utilizado como critério pratico para comparacéo entre
as espécies. Assim mencionam-se espécies gordas, semi-gordas e magras
(STANSBY, 1962).

De acordo com as suas fungbes, os lipideos podem ser classificados em
lipideos de depésito, principalmente os triacilglicerdis, e os lipideos tissulares, que
sao constituidos pelos fosfolipideos, glicolipideos e esterdis. O conteudo de
lipideos tissulares ndo varia significativamente entre as espécies, por isso, as
grandes diferencas devem-se aos lipideos de deposito. Os lipideos de pescado
variam com as condigées ambientais (temperatura da agua, profundidade, habitat,
etc.), condigdes fisiologicas (idade, sexo, grau de maturagéo), alimentacao (tipo e

volume da dieta), razbes pelas quais o conteudo de lipideos varia dentro de uma
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mesma espécie, quando o peixe € capturado em diferentes areas e periodos de
pesca (OGAWA & MAIA, 1999).

Em algumas espécies, a composi¢éo de lipideos do musculo de pescado
varia em relagdo a localizagdo anatdmica no corpo do animal. A musculatura
correspondente a regidao mais proxima a cabeca, geralmente, tende a acumular

mais gordura do que a localizada préoximo a regido da cauda (SANCHEZ, 1989).

MORAES et al. (1984) verificaram alteragdo na fragdo lipidica de saguiru
(Curimatus elegans) de acordo com a época do ano, relatando maior teor de
lipideos no verdo quando comparado a estacdo do inverno. HENDERSON &
TOCHER (1987) também encontraram variagdes quanto ao teor de lipideos em
peixe de agua doce mandi (Pimelodus claria), de 8,3 a 20,5% dependendo da
estacao do ano.

Relacéo inversa entre o contelido de agua e lipideos tem sido relatada por
varios autores (STANSBY, 1962; SUZUKI, 1981; MORAES et a/. , 1984).

MACHADOQ (1989) classificou o pacu (Colossoma mitrei), como um peixe
com alto teor de gordura (maior do que 15%) e baixo conteudo protéico (menor do
que 15%). O alto contelido de gordura pode ser explicado pela inclus&o no filé
dos musculos ventrais, onde se concentra a gordura cavitaria, ou pela retirada

parcial da enorme quantidade de gordura que existe sob a pele do pacu.

Os peixes s&o constituidos por duas classes de musculos: 0s claros, que
sdo os mais abundantes, e 0s escuros, que comumente se encontram abaixo da
pele e da linha lateral. Existe diferenga na composi¢cdo quimica destes dois tipos
de musculo, possuindo a carne escura maior teor de lipideos e menor conteudo de
proteinas miofibrilares, quando comparada a musculatura clara (STANSBY, 1962,
SUZUKI, 1981).



Segundo SUZUKI (1981), o musculo escuro tem maior proporgdo de
proteinas sarcoplasmaticas e estromais do que o musculo claro, e é rico em

hemoproteinas (principalmente a mioglobina).

Os peixes de um modo geral, contém alta proporgdo de acidos graxos
insaturados, o que repercute desfavoravelmente a resisténcia ao armazenamento
sob congelamento, devido a possibilidade do desencadeamento do rancgo
oxidativo (SANCHEZ, 1989).

MACHADO (1989) detectou como principais &cidos graxos do pacu os
acidos oléico (42,85%), palmitico (22,68%), linoléico (10,30%), palmitoléico
(8,95%), estearico (8,15%), miristico (2,72%) e linolénico (1,76%).

Relatos de MACHADO (1989) e MAIA et al. (1995) indicam que filés de
pacu apresentam 33,55% de acidos graxos saturados e 63,86% de Aacidos
insaturados.

2.2.2 Umidade

O contelddo de umidade dos peixes, em geral, esta em torno de 60 a 85%
variando inversamente com o teor de lipideos (SUZUKI, 1981).

2.2.3 Minerais

ZAITSEV et al. (1969) apontaram como os principais constituintes minerais
do filé de pescado, o fosforo, calcio, potassio, sédio, magnésio e cloro.
Observaram também que o teor e minerais no tecido muscular de peixes é

afetado pela composicdo e concentragdo de sais na agua. Assim, o musculo de
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peixes marinhos possui maior concentragdo de sais que o0 de peixes de agua
doce. Além disso, este ultimo contém menor quantidade de cloro e praticamente
n&o contém iodo e bromo. A maior parte do fésforo e célcio encontra-se nos 0ssos
na forma de fosfato de calcio. Parte do magnésio também se encontra nos ossos.
No musculo, o fosforo ocorre principalmente na forma de fosfatideos,
fosfoproteinas, nucleotideos, creatina-fosfato e outros compostos. Sédio, potassio,
calcio, magnésio e cloro ocorrem como sais soltuveis no sarcoplasma das células

musculares, no liquido intercelular, sangue e plasma.

MACHADO (1989) em estudo com pacu (Colossoma mitrei), verificou teor
de ferro de 0,4 mg%, caracterizado como baixo, aproximando-se do encontrado

em espécies marinhas de musculo predominantemente claro.

2.2.4 Proteinas

As proteinas musculares sao classificadas de acordo com a solubilidade em

proteinas sarcoplasmaticas, miofibrilares e do estroma (SUZUKI, 1981).

2.3 Proteinas sarcoplasmaticas

Séo as proteinas que estdo em solugcéo no fluido intracelular (sarcoplasma),
soluveis em baixa forga idnica (0,1M ou menos) e pH neutro, e ainda contribuem
para o metabolismo celular. Possuem forma globular, com peso molecular na faixa
de 20.000-100.000 daltons, ponto isoelétrico entre pH 6,0 e 7,0 e representam 20-
25% do total das proteinas (ZAITSEV et al., 1969, MORRISEY ef al., 1982).

Séao classificadas em quatro fragdes: nuclear, mitocondrial, microssomal e

citoplasmaticas. Incluidas nesta classe estdo enzimas glicoliticas, creatina-quinase
9



e mioglobina, como também enzimas essenciais a realizacdo da sintese protéica e
outras funcdes celulares (MORRISEY et al., 1982).

O conteudo de proteinas sarcoplasmaticas varia com a espécie, sendo
maior nos peixes pelagicos (peixes que habitam a superficie, velozes), que nos
demersais (peixes que vivem em aguas mais profundas, pouco velozes). O
musculo escuro contém maior percentual destas proteinas do que o musculo claro
(SUZUKI, 1981).

Segundo SUZUKI (1981) e LANIER (1986) as proteinas sarcoplasmaticas
interferem na propriedade de gelatinizagdo, fazendo necesséria a sua remogéo
quando se realiza a extragcdo de proteinas para esta finalidade. A realizacdo de
lavagens sucessivas durante o processamento do surimi tém também por objetivo
a retirada destas proteinas, devido ao fato de serem deletérias do ponto de vista
funcional e incluirem compostos contendo grupos heme, que geralmente levam a
alteragbes indesejaveis na cor, e catalisam a oxidacdo lipidica durante a
estocagem.

OKADA et al. (1973) relatam que as proteinas solGveis em agua diminuem
a elasticidade de géis de pescado, e sugerem que estas proteinas interrompem a
malha intima de ligagbes cruzadas das proteinas miofibrilares e introduzem

atividade proteolitica & mistura.

As proteinas sarcoplasmaticas apresentam baixa propriedade de
viscosidade e capacidade de retengao de agua (MORRISEY et al., 1982).

Segundo CONNEL (1960a) as proteinas sarcoplasmaticas sdo mais
estaveis do que as miofibrilares e mantém a sua solubilidade, apés longo periodo

de estocagem sob congelamento.
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2.4 Proteinas estromais

As proteinas do estroma representam até 2-10% das proteinas totais e
apresentam-se insoluveis em solugdes aquosas neutras (ZAITSEV et al., 1969;
SUZUKI, 1981).

O colageno é a principal proteina do estroma, mas esta classe também
inclui a elastina e lipoproteinas das membranas celulares (membrana plasmatica,
reticulo sarcoplasmatico e mitocéndria), presentes em menor quantidade (JUDGE
et al., 1989a).

O colageno forma um tipo de gel denominado de gelatina, estabilizado por

interac6es nao covalentes, e por isso termicamente reversivel (TEJADA, 1994).

OGAWA & MAIA (1999) mencionam que a dureza do musculo esta
associada as fragbes das proteinas do estroma (tecido conectivo). O musculo do
pescado caracteriza-se por possuir textura mais fragil que o bovino devido ao
menor conteudo de proteinas estromais, além do fato da estruturagdo das fibras
musculares nos peixes ser menos compacta.

2.5 Proteinas miofibrilares

Segundo MORRISEY et al. (1982) as proteinas miofibrilares constituem as
proteinas associadas aos filamentos grossos (miosina e proteina C); filamentos
finos (actina, tropomiosina e troponina); linha M (creatina-quinase e proteina M),
linha Z (a-actinina e desmina) e linha N (nebulina). Sao soluveis em solugdes de
forga idnica 0,5-0,6M NaCl ou KCI.
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Representam 60-75% das proteinas totais do misculo e estdo diretamente
comprometidas com as propriedades de gelatinizagdo, solubilidade, atividade Ca-
ATPase, emulsificacdo, viscosidade e capacidade de formacdo de espuma
(ZAITSEV et al., 1969; MORRISEY et al., 1982).

2.5.1 Actina

Segundo MORRISEY et al. (1982) a actina constitui componente
fundamental dos filamentos finos e representa 15-30% das proteinas miofibrilares.
Possui baixo conteldo de estrutura a-hélice (29-39%), decomrente do teor
relativamente alto de prolina, comparada as outras proteinas miofibrilares, e peso
molecular de aproximadamente 42.000 daltons.

A actina possui duas formas, a actina-G, com forma globular e a actina-F,
constituida pela agregacdo, associagdo das estruturas globulares da actina-G,
assumindo a forma fibrosa. A actina-G polimeriza-se a fim de formar a actina-F na
presenca de sais e ATP. O Mg #* atua como ponte, ligando as moléculas de actina
no sitio do ATP. O filamento fino de actina forma uma a-hélice pela torgéo de duas

actinas-F.

2.5.2 Troponina e Tropomiosina

A tropomiosina € uma proteina filamentosa que possui cerca de 100% de

o-hélice, sendo constituida por duas subunidades, com peso molecular de 34.000
daltons cada. Estéd envolvida na regulagéo da contragdo muscular, juntamente
com a troponina (BECHTEL, 19886).
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A troponina € uma proteina globular com peso molecular entre 50.000 a
60.000 daltons, com trés cadeias polipeptidicas (estrutura terciaria) que se ligam
com a actina-F, através da tropomiosina. As trés cadeias de polipeptideos tém
acbes diferentes, atuando sobre a formacdo da ligagdo com a tropomiosina
(troponina T), inibicdo da atividade de Mg-ATPase da actomiosina (troponina |) e
ligagdo com o Ca®" (troponina C). A troponina T, além de ligar-se a tropomiosina,
liga-se também a outros componentes da troponina. A troponina | interfere na
reacdo mutua entre a miosina e actina, e a troponina C elimina esta interferéncia
na reacdo, quando se liga ao Ca** (OGAWA & MAIA, 1999).

2.5.3 Miosina

A miosina constitui aproximadamente 50-65% das proteinas miofibrilares.
Caracteriza-se por ser uma proteina fibrosa, predominante nos filamentos grossos,
e tem a estrutura de um bastdo longo com uma por¢do mais espessa no final
(cabega da miosina). Contém cerca de 50-60% de a-hélice e € composta por duas
cadeias de polipeptideos chamadas cadeias pesadas, cada uma com peso
molecular de 200.000 daltons e trés a quatro cadeias menores, denominadas de
cadeias leves, com peso molecular de aproximadamente 20.000 daltons
(ZAITSEV et al.,, 1969; BECHTEL, 1986).

A maioria das proteinas em seu estado nativo estao unidas, fechadas em
uma estrutura tridimensional, geralmente rigida. Para a maioria das proteinas esta
estrutura € compacta e globular, porém, a miosina caracteriza-se por possuir
estrutura mista, constituida por uma porgdo filamentosa e outra globular
(TANFORD, 1968a, JUDGE et al., 1989a).
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Estruturaimente, cada cadeia polipeptidica consiste de uma regido globular,
denominada cabeca , a qual se liga a um apéndice espiralado, originado das duas
cadeias polipeptidicas em a-hélice, denominado de cauda. As subunidades leves
(L1, L2, Ls) localizam-se na cabega e na jungéo entre a cauda e a cabega. A
disposicao espacial de cada polipeptideo pesado, com suas respectivas cadeias
leves contribui para a formag&o da estrutura tercidria, enquanto o arranjo espacial
da duas cadeias enroladas entre si (“coiled coil’), forma a estrutura quaternaria da
miosina (BECHTEL, 1986; OGAWA & MAIA, 1999).

Quando a miosina & submetida & degradacdo enzimatica, é dividida em
dois fragmentos (meromiosina leve e meromiosina pesada) que diferem, em seus
pesos moleculares. A meromiosina pesada consiste das duas cabecas globulares
€ uma pequena porgao do bastio, e a meromiosina leve é constituida pela parte
restante do bast&o (porgéo caudal) (JUDGE et al. ,1989a; OGAWA & MAIA, 1999).

A miosina possui trés importantes caracteristicas: (1) sob forga iénica
fisiologica, forma o filamento grosso por associacdo: (2) como enzima ATPase,
decompSe o ATP em ADP e &cido fosférico, gerando energia para contragdo
muscular; e (3) reage com a actina formando a actomiosina na contragdo muscular
(OGAWA & MAIA, 1999).

A miosina possui capacidade de ligar fortemente o ATP ou ADP, sendo
capaz também de ligar jons K*, Ca™, Na" e Mg** (BECHTEL, 1988).

A miosina hidrolisa o ATP a ADP e fosfato. O pH étimo para atividade
enzimatica situa-se entre 6,3-9,0. Os ions calcio ativam a reagdo, enquanto ions
magnésio em baixa concentracdo, atuam inibindo a reacdo (OGAWA & MAIA,
1999).
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Acredita-se que as caracteristicas e propriedades da miosina estdo
fortemente relacionadas aos grupos SH que esta possui, particularmente aqueles
localizados proximos & cabeca globular das cadeias leves. As propriedades da
miosina de ATPase e de ligar-se a actina, residem nas cabecas globulares
(BECHTEL, 1986).

A miosina e actomiosina constituem as proteinas responsaveis pela
capacidade de gelatinizacdo do musculo de pescado (TEJADA, 1994).

2.6 Fragées protéicas em musculo de pescado

MACHADO (1989) reportou teores de 64,3% para proteina miofibrilar,
25,0% para sarcoplasmatica, 8,0% para proteina estromal e 2,7% para nitrogénio
nao-protéico em filés de pacu. AWAD et al. (1969) também obtiveram similares
valores (71,91% para a fragéo miofibrilar e 16,16% para a fragéo sarcoplasmatica),
extraindo 93,0% de proteinas em pescado de agua doce (Coregonus
clupeiformis). KHALIL et al. (1980) relataram valores em Tilapia nilotica de 66,7 e
248% para proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, respectivamente.
MOORJANI ef al. (1962) relataram valores de proteinas sarcoplasmaticas que

variaram de 22 a 35,7%, em quatro diferentes espécies de pescado.

LAN et al (1995) encontraram valores de 64,0% para proteinas

miofibrilares e 31,0% para proteinas sarcoplasmaticas extraidas de “catfish”.

A determinac&o das diferentes fragbes protéicas do pescado, constitui um
dado importante para a avaliagdo de sua qualidade tecnolégica e
acompanhamento de mudancas ao longo da estocagem. Nesse sentido, uma
padronizagdo das condigbes de extragdo (tipo de sal, pH, forga ionica,

concentragdo, temperatura) seria de grande interesse (SHENOUDA, 1980).
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2.7 Congelamento

O congelamento € um dos melhores métodos de preservacdo empregados
em produtos de origem animal, sendo utilizado para aumentar o tempo de vida Util

destes. Entretanto, mesmo apds a estocagem em temperaturas em torno de

-20°C, ocorrem modificagbes indesejaveis na matéria-prima, ficando a vida de
prateleira limitada por alteragdes nas fragdes lipidica e protéica, denominadas,
respectivamente de oxidacdo lipidica e desnaturacdo protéica, ambas levando a
alteragGes nas propriedades funcionais das proteinas miofibrilares, especialmente
da miosina e actina (SIKORSKI ef al., 1976).

O estado da matéria-prima, o manuseio e 0 método (taxa e tipo) de
congelamento adotado, influem na qualidade do musculo de pescado, durante a
estocagem sob congelamento (NEVES, 1985; HAARD, 1992).

A taxa de congelamento (lento ou rapido) influi nas dimensdes e localizagio
dos cristais de gelo. A utilizagdo do congelamento lento, provoca a formacao de
cristais externos as fibras musculares, provocando um processo de osmose pela
solucdo mais concentrada e retirando agua das células. Tais cristais, atingem
grandes dimensdes, as custas deste deslocamento da agua da célula,
modificando a concentragdo de sélidos, fendmeno que sera responsavel por
alteragbes irreversiveis. Além disso, ha o rompimento das paredes das células,
que influem nestas alteracdes e oferecem um produto, apés o descongelamento,
com estrutura inferior a desejada (NEVES, 1985).

Quando o congelamento € rapido, ocorre a formacio de pequenos cristais
de gelo, localizados tanto nas areas intra como extracelulares, reduzindo os
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efeitos deletérios nas paredes das células e os decorrentes do descongelamento
(NEVES, 1985).

O monitoramento de flutuagdes da temperatura de estocagem é importante
a fim de evitar o fendmeno conhecido por recristalizacdo, que provoca mudancgas
na concentragdo, favorecendo o crescimento de cristais de gelo, acelerando certas
reagOes que irdo reduzir o nivel da qualidade desejada, como reacdes oxidativas e
exsudacdo (BURGESS et al., 1967; NEVES, 1985).

Para levar o produto & temperatura desejada sdo empregados
congeladores, que podem ser classificados em cinco grupos: circulagdo forgada
de ar, placas, criogénico, imersdo e por refrigerante liquido. O congelador de
placas, amplamente utilizado para o congelamento rapido de alimentos, tem como
principio basico a transferéncia de calor por condugdo entre o produto e as
superficies de duas placas metdlicas, entre as quais € disposto o produto. No
interior destas placas é circulado o refrigerante a baixa temperatura, usualmente a
-30 2 -40° C (BURGESS et al. , 1967, NEVES, 1985).

2.7.1 Desnaturagéo protéica

A desnaturacdo pode ser definida como um fendmeno complexo que
envolve modificagbes nas estruturas secundaria e terciaria das proteinas, devido a
guebra de ligagdes que contribuem & estabilidade da conformagao nativa da
proteina, sem ruptura das ligacdes entre atomos de carbono, comprometidos com
os enlaces peptidicos, implicados na estrutura primaria (FERRY, 1948;
TANFORD, 1968b; SIKORSKI et al., 1976).
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Segundo KINSELLA (1976), a desnaturagéo pode ter carater indesejavel,
resultando em propriedades fisico-quimicas alteradas, particularmente, em
diminuigao/perda da solubilidade, extractabilidade e propriedades funcionais do
material.

Fatores como o nivel de cristalizagdo do gelo, decorrente do tipo de
congelamento utilizado (lento ou rapido) e/ou de variagbes na camara de
estocagem, danificando as células e suas membranas, aumento da concentragao
de solutos na fase ndo-congelavel, desidratacdo, atividade enzimética, e reacao
das proteinas com produtos da oxidagdo lipidica, podem causar a desnaturagdo
durante a estocagem do musculo sob congelamento (BURGESS et al., 1967
LOVE, 1968; SIKORSKI et al., 1976; SHENOUDA, 1980; SMITH, 1987).

O congelamento causa a cristalizagdo de grande parte da agua presente no
musculo do pescado. A distribuigio e tamanho dos cristais de gelo dependem da
condicdo do musculo e da taxa de congelamento. No estado de pre-rigor, a
cristalizacéo ocorre intracelularmente, independente da taxa de resfriamento
utiizada. Entretanto, no estado post-rigor, quando o pescado é congelado
lentamente, os cristais formam-se no tecido extracelular e crescem as custas da
agua que difunde-se para fora das células, danificando-as. Quando o
congelamento é realizado rapidamente, cristais menores sdo gerados dentro e
fora das células (LOVE, 1968).

De acordo com SHENOUDA (1980), a estabilidade da estrutura
tridimensional das proteinas é altamente dependente das pontes de hidrogénio,
muitas das quais sdo mediadas por moléculas de agua. Entéo, a desidratacdo das
moléculas protéicas pelo frio, que consiste da migragdo das moléculas de agua a
fim de formar cristais de gelo, resulta numa ruptura do sistema de pontes de

hidrogénio e acarreta na exposigdo das regides de superficie (hidrofébica ou

18



hidrofilica). ConseqUentemente, estas regides tornam-se desprotegidas e
vulneraveis. Interagbes hidrofobicas-hidrofébicas e hidrofilicas-hidrofilicas podem
entdo acontecer, até mesmo na mesma molécula protéica, ou entre moléculas
protéicas adjacentes, induzindo interagbes proteina-proteina, e consequentemente
agregacao.

Parametros bioquimicos com modificagdes (decréscimo) na atividade
enzimatica do musculo de pescado, ou na susceptibilidade das proteinas aos
efeitos de varias enzimas proteoliticas, sdo sensiveis indicadores para o
monitoramento da desnaturagéo protéica, como consequéncia de mudangas na
conformagdo, que podem ocorrer durante a estocagem sob congelamento
(SHENOUDA, 1980).

Segundo SHENOUDA (1980), entre as poucas enzimas endogenas que
refletem a correlag&o entre os prejuizos pelo frio e o tempo de estocagem, estéo:
ATPase (adenosina trifosfatase), aldolase, enzima malica e glicerosfosfato
desidrogenase. A ATPase hidrolisa o ATP (adenosina ftrifosfato) em ADP
(adenosina difosfato) e fosfato inorganico. Esta atividade enzimatica & encontrada
em dois diferentes tipos de proteina: ATPase micofibrilar e ATPase

sarcoplasmatica.

A atividade Ca-ATPasica das proteinas miofibrilares € utilizada como um
bom indice para avaliar a estabilidade das proteinas musculares durante a
refrigeracao e congelamento e subsequente estocagem (ARAI, 1974). De acordo
com estudos sobre a estabilidade protéica, as proteinas de pescado parecem ser
mais instaveis do que as de coelho e aves (ARAI & TAKASHI, 1977). Esta
instabilidade parece estar relacionada a temperatura do meio que o pescado
habita (ARAI, 1974; SUZUKI, 1981; DAVIES et al. , 1994).
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CONNEL (1960b) mostrou que ocorre diminui¢céo da atividade ATPésica de
proteinas miofibrilares de musculo de bacalhau, durante estocagem sob
congelamento e que este decréscimo estava relacionado com a temperatura de
estocagem, ou seja, quanto mais elevada a temperatura de armazenamento

maiores os efeitos deletérios a atividade enzimatica da actomiosina.

JIANG & LEE (1985) observaram a ocorréncia de desnaturacdo protéica
durante a estocagem de quatro espécies de peixes: Scomber tapeinocephalus,
Decapterus marudasi, Mugil cephalus (L.) e Ciprinus carpino (L.), congeladas e
estocadas a -20°C por 12 semanas e relataram que houve decréscimo na
atividade Ca-ATPasica durante a estocagem. Os autores relataram que a actina
na especie Ciprinus carpino mostrou-se mais estavel durante a estocagem, o que
esta de acordo com as afirmagées de CONNEL (1960a); SIKORSKI et al. (1976) e
SHENOUDA (1980) , que consideram a actina como uma proteina geralmente

estavel durante a estocagem sob congelamento.

Segundo DONDERO et al. (1989), o decréscimo da atividade Ca-ATPasica
durante o armazenamento de merluza (Merluccius gayi gayi) a -19°C por 7
semanas, atribui-se a dissociagdo da actina e miosina, com perda da capacidade
de dissociacdo do ATP. Os filamentos de actomiosina tendem a agregar-se no
estado congelado, o que altera a conformagdo do sitio ativo da enzima Ca-

ATPase, situada na regido S1 da molécula de miosina.

CASTRILLON et al. (1996) relataram que a perda da atividade enzimatica
parece estar relacionada as modificagbes da estrutura terciaria das proteinas,
causada pela cristalizagdo da agua. Porém, de acordo com estudos de varios
autores a perda da atividade Ca-ATPase, ocorre devido & formagédo de pontes
dissulfidicas decorrente da oxidagao de grupos sulfidrilas (SH), no sitio ativo da
miosina (HAMADA et al., 1977; JIANG et al., 1987a).
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JIANG et al. (1987a) encontraram valores de atividade Ca-ATPasica
decrescendo de 0,19 pmol/min/mg de proteina (tempo zero) para 0,05 apds 12
semanas de estocagem de pescado a -20° C. CHEN et al. (1989) obtiveram
valores equivalentes aos do presente experimento, embora mais drasticos
apresentando a atividade Ca-ATPasica diminuigdo de 0,13 umol/min/mg (tempo
zero) para 0,03, apés 4 semanas de estocagem. Os autores sugerem que este
decréscimo deve-se principalmente a oxidacao das sulfidrilas, que diminuem

durante a estocagem sob congelamento.

HAARD (1992) mostrou evidéncias da contribuicao de ligacdes dissulfidicas
na agregacdo protéica, concluindo que a adi¢do de agentes redutores destas

ligagdes, reduz a insolubilizacdo das proteinas durante o congelamento.

DYER & DINGLE (1961) constataram em peixes magros (conteudo de
lipideos menor que 1%) menor estabilidade e rapido decréscimo na
extractabilidade da actomiosina, quando comparadas com espécies gordas (3-
10% lipideos), concluindo que a presenga de niveis moderados de lipideos,
podem proteger as proteinas musculares ou aumentar a sua resisténcia a
desnaturacédo, durante a estocagem sob congelamento. Este efeito protetor deve-
se a fragéo de lipideos neutros, tais como trigligerideos, que parecem diminuir ou

neutralizar o efeito prejudicial dos acidos graxos livres.

Alguns pesquisadores tém mostrado que a atividade enzimatica (ATPase)
da miosina tende a diminuir com a evolugdo do congelamento e o
desenvolvimento da oxidacdo de lipideos (NAMBUDIRI & GOPAKUMAR, 1992;
POLLONIO, 1994). A exposicao das proteinas a lipideos peroxidados ou aos seus
produtos secundarios, produz modificagdes protéicas incluindo perda de atividade
enzimatica, polimerizacao, cisséo e formacéo de complexo lipoprotéico (FUNES et
al., 1982).
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NAMBUDIRI & GOPAKUMAR (1992) observaram em estudo com quatro
espécies de agua doce, entre elas a tilapia (Oreochromis mossambicus), que o
valor da atividade enzimatica durante o congelamento nesta espécie decresceu de
0,13 pmol/min/mg (peixe fresco) para 0,02 pmol/min/mg (apés 180 dias de
estocagem). Relataram ainda correlagéo significativa (r= -0,93) entre a atividade
ATPasica e a oxidagao de lipideos.

POLLONIO (1994) observou drastica reducdo nos valores de atividade
ATPasica, de aproximadamente 0,076 para 0,016 pmol/min/mg proteina, em
proteinas miofibrilares extraidas de carne de frango mecanicamente desossada
estocada a -20° C por 180 dias. O autor sugere que a desnaturacio pode ter sido
resultado do desenrolamento parcial da molécula, com exposicdo dos grupos
hidrofdbicos, induzindo a agregacéo protéica durante a estocagem, fundamentada
pelo fato que a solubilidade também decresceu durante a estocagem sob
congelamento. Embora os niveis de TBA tenham aumentado durante a estocagem
sob congelamento, o autor ndo faz referéncia & agéo de lipideos oxidados sobre a
desnaturagdo das proteinas.

SMITH (1987) verificou que os valores de TBA n&o se correlacionaram bem
(r=0,27) com os indices de desnaturagdo protéica, permitindo ao autor concluir
que a oxidagdo lipidica ndo é o fator mais importante na desnaturacdo das
proteinas miofibrilares extraidas de musculo de peru, durante o armazenamento
sob congelamento a -20° C por 30 semanas, embora tenha observado que a
adicao de antioxidante preveniu a diminuigdo da atividade ATPésica ao longo da

estocagem sob congelamento.

O acompanhamento da desnaturagdo das proteinas pode ser realizado
através de técnicas eletroforéticas, como a eletroforese SDS-poliacrilamida
(SVASTI & PANIJPAN, 1977).
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A técnica de eletroforese € largamente utilizada na separagéo, identificagdo
de proteinas e na determinagdo de seus pesos moleculares. Tem sido utilizada
por varios autores para observagdo e acompanhamento de possiveis modificacbes
nas proteinas durante o congelamento e estocagem (JIANG et al., 1987a; JIANG
et al, 1987b; CARECHE & TEJADA, 1990a; POLLONIO, 1994), tratamento
térmico (CHENG et al, 1979a) e na identificacdo de diferentes espécies de
pescado (DRAETTA et al., 1986).

Dentre as proteinas que constituem a fracdo miofibrilar a miosina € mais
susceptivel a desnaturagdo, a actina mostra modificagdes leves e a tropomiosina é
considerada a proteina mais estavel (CONNEL, 1960a; SAMEJIMA et al., 1982).

Em estudo com varias espécies de pescado CHENG et al. (1979b), usando
SDS-PAGE, nao observaram modificagées nas proteinas actina e miosina apos 12

meses a -29° C.

A separagdo eletroforética das proteinas miofibrilares de Scomber
tapeinocephalus mantidas “in vitro” durante estocagem sob congelamento a -20° C
por 12 semanas, mostrou desaparecimento da cadeia pesada da miosina e
subsequente formagado de compostos de menor peso molecular, diminuicdo das
bandas de actina e tropomiosina ao final do periodo de estocagem (JIANG ef al.,
1987a).

JIANG et al. (1987b) mencionaram decréscimo da cadeia pesada da
miosina e da banda comrespondente a actina, durante a estocagem sob
congelamento a -20° C de pescado da especie Chanos chanos apos 18 semanas
de estocagem, sugerindo a ocorréncia de hidrélise nestas proteinas. LEBLANC &
LEBLANC (1989) analisando o perfil eletroforético de proteinas miofibrilares,
extraidas de bacalhau (Gadus morhua) apdés 20 dias de estocagem a -20° C,

relataram também decréscimo da cadeia pesada da miosina.
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SMITH (1987) nao observou modificagées nos padrées eletroforéticos das
proteinas miofibrilares apds estocagem sob congelamento de musculo de peru. Os
resultados indicam que ligagbes cruzadas covalentes, cissdo da cadeia
polipeptidica e a atividade da protease endogena, nio foram os fatores mais
importantes nas modificacdes das propriedades bioguimicas e funcionais durante
a estocagem, sendo estas provavelmente causadas pela abertura protéica e

associagdo néo covalente, a fim de produzir agregados de alto peso molecular.

CARECHE & TEJADA (1990a) em estudo eletroforético com proteinas
miofibrilares de Merluccius merluccius, observaram que ndo houve diferencas
apreciaveis nas proteinas durante a estocagem por 180 dias a -18° C. Os autores
poréem observaram que lipideos oxidados adicionados as proteinas miofibrilares,
permitindo o desenvolvimento de altos niveis de oxidagdo, provocaram o
decrescimo da banda correspondente a cadeia pesada da miosina.

DIAS et al. (1994) ndo observaram alteracdes no perfil eletroforético das
proteinas miofibrilares extraidas de duas espécies de pescado, mantidas
estocadas a -18° C por 8 semanas.

De acordo com DAVIES et al. (1994) a miosina de peixes tropicais é menos
susceptivel & ligagSes cruzadas que a de pescado de &guas frias, existindo
portanto correlagéo entre a desnaturagdo da miosina pelo congelamento e a
temperatura do habitat do pescado.

POLLONIO (1994) constatou em analise do perfil eletroforético de proteinas
miofibrilares, extraidas de carne mecanicamente desossada, estocada a -20° C, o
desaparecimento da banda correspondente a miosina (cadeia pesada), ao final do

periodo de armazenamento.
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2.7.2 Oxidag&o de lipideos

A oxidacdo de lipideos constitui-se num dos principais causadores de
deterioragao da qualidade em musculos. Lipideos oxidados ligam-se & proteinas,
formando complexos lipoprotéicos insoluveis, levando a alteracdo de “flavor’,
modificagdo de cor (escurecimento), destruicdo de nutrientes, modificacdo na
textura (maior resisténcia) e formacao de compostos téxicos (XIONG, 1995).

A autoxidagdo de acidos graxos insaturados envolve a formagéo de radicais
livres e hidroperdxidos, e desenvolve-se através de trés etapas: iniciagdo,
propagacéo e terminacédo (KHAYAT & SCHWALL, 1983; CHAN, 1987; HSIEH &
KINSELLA, 1989). A susceptibilidade ao processo de oxidacdo depende da
capacidade dos acidos graxos doarem um atomo de hidrogénio, com produgéo de
um radical livre de lipideo, o qual reage com oxigénio molecular para formar o
radical perdxi. Desta forma os atomos de carbono adjacentes as duplas ligagdes
tendem a doar um atomo de hidrogénio, levando a formagdo de radicais
estabilizados por ressonancia (KHAYAT & SCHWALL, 1983).

Etapas de iniciagdo, propagacédo e terminagdo no processo de oxidagao de
lipideos:

a) Iniciagao:
Formacao de radicais livres (Re)
RH— Re

b) Propagagao:
Re + 02— ROOe
ROOe + RH— ROOH + Re
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¢) Terminacao:
Re + Re —5RR
Re + ROOe ->ROOR

ROOe + ROOe -»ROOR + 02
Onde,

RH = acido graxo insaturado
H = atomo de H adjacente a uma dupla ligagéo

ROQOH=hidroperoxidos

A formag&o de hidroperoxidos como resultado da agdo de oxigénio com os
lipideos, requer uma mudanca radical no spin do elétron, uma vez que os
hidroperdxidos e lipideos estdo no estado “singlet’, enquanto o oxigénio esta no
estado “triplet”. A conversao do estado “triplet” a “singlet’ normalmente é feita por
sensibilizadores presentes em plantas e tecido animal. Incluem compostos
fotosensiveis como a clorofila e a mioglobina (KHAYAT & SCHWALL, 1983).

Os produtos primarios da autoxidacdo sdo denominados de hidroperéxidos
e estes n@o causam problemas de rango, contudo, os produtos secundarios de
sua decomposicéo (aldeidos, hidrocarbonetos, &lcoois, cetonas) influenciam
significativamente o “flavor” e o sabor (KHAYAT & SCHWALL, 1983: ERIKSSON,
1987).

Os fatores gue influenciam a oxidago lipidica incluem a composicdo de
acidos graxos dos lipidios, a presenca ou auséncia de agentes inibidores e
ativadores (heme, ions metalicos, valor de pH, enzimas oxidativas, tocoferol e
carotendides) e fatores externos como a temperatura de estocagem, tempo, luz,
pressé@o de oxigénio, atividade de agua e condi¢cbes da embalagem utilizada
(KHAYAT & SCHWALL, 1983; ERIKSSON, 1987).
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Outros fatores afetam a peroxidagéo lipidica em sistemas alimentares tais
como espécie, dieta, temperatura do meio ambiente, sexo, idade, composicdo e
conteudo de fosfolipideos (GRAY & PEARSON, 1987). Durante o processamento
alguns fatores estao envolvidos neste processo, como a composi¢cdo e estado de
frescor dos componentes cameos, cozimento ou aquecimento, trituracdo, desossa
mecanica e a adicao de ingredientes como o sal, nitrito e antioxidantes (KANNER,
1994).

O grau de insaturacédo dos acidos graxos € o fator mais importante na
estabilidade oxidativa dos lipidios. Geralmente a taxa de oxidagdo aumenta de
acordo com o maior conteudo de ligagbes insaturadas. Lipidios associados ao
musculo escuro oxidam mais rapidamente que os encontrados na musculatura
clara (KHAYAT & SCHWALL, 1983).

SIKORSKI (1978) observou que solutos concentrados, produzidos pelo
congelamento da agua, catalisam a oxidag&o lipidica em musculo que contém
acidos graxos insaturados. Uma vez formados, os lipideos oxidados alteram as
propriedades sensoriais e reagem com as proteinas a fim de modificar as

propriedades funcionais da came.

Os lipideos de pescado sao conhecidos por sua susceptibilidade a rancidez
oxidativa, particularmente durante a estocagem sob congelamento. Estes
geralmente contém uma alta proporgao de acidos graxos insaturados com 4, 5 ou
6 ligacdes duplas, sendo mais comumente encontrados em pescado os &cidos
oléico, palmitoléico linoléico e linolénico (SHENOUDA, 1980).

A literatura cita que a oxidagao lipidica ocorre quando o alimento € mantido

sob baixas temperaturas, inclusive nas de congelamento, porém ha varios relatos

da importancia da utilizacéo de temperaturas em torno e abaixo de -30° C, a fim
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de obter niveis menores de oxidagao de lipideos (KEAY et al. 1972; HARDY &
SMITH, 1976; TOMAS & ANON, 1990; BELTRAN & MORAL, 1991 X

Segundo EUN ef al. (1994), a utilizagdo de temperaturas mais elevadas
(-10° C) em relagéo a temperaturas menores (-20° C), provoca aumento das taxas
de oxidag&o lipidica. A atividade da peroxidacdo a -10° C é maior devido a maior
disponibilidade de solutos nesta faixa de temperatura. Entretanto, ERICKSON &
THED (1994) estudaram duas espécies de tilapia sob a forma triturada mantidas
sob congelamento a -18° C por 9 meses, e ndo observaram alteracdes quanto aos
valores de TBA nos primeiros 3 meses de estocagem.

TICHIVANGANA & MORRISEY (1985) relataram efeito significativo entre a
mioglobina, hemoglobina, ions inorganicos e tempo de estocagem, agindo como
prooxidantes em sistemas musculares, levando ao aumento dos valores de TBA
em pescado. Os autores, porém concluiram que os pigmentos heminicos exercem
pouca influéncia na atividade catalitica, em sistemas nao submetidos a
aguecimento.

DENG et al. (1977) constataram que o inicio rapido da oxidacgéo lipidica em
Mugil cephalus, se deve ao pigmento heme presente na linha lateral dos filés. Este
pigmento age como catalisador da oxidagéo de &cidos graxos insaturados.

O cloreto de sddio (NaCl) € um importante aditivo na industria carnea e tem
sido incriminado por sua agdo prooxidante, acelerando a oxidacdo lipidica.
Assume-se que impurezas metalicas no sal estimulam a peroxidacdo ou mesmo o
aumento da atividade das oxidases. Recentemente foi observado que o NaCl
aumenta a atividade dos ions metalicos. Seu efeito parece em parte ser atribuido,
a capacidade deste trocar ions de ligagdo das macromoléculas para reacgdes
oxidativas (KANNER, 1994).
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RAHARJO et al. (1989) relatam que concentracdes de 1,4% de NaCl em
musculo reestruturado causa o aumento da oxidacdo lipidica. Referéncias ao
efeito do cloreto de sodio como prooxidante em musculo foram também
verificadas por KOETZ (1977) e KANNER et al. (1991).

KOETZ (1977) observou que amostras de polpa de corvina (Micropogan
furnieri) e castanha (Umbrina conosai) adicionadas de 1% de cloreto de sddio
apresentaram valores altos de TBA em relagao as amostras sem sal.

O termo produtos reestruturados € usado para descrever produtos obtidos
pela sec¢do de musculos em pequenas porgoes, seguido de mistura com sal e
fosfato, a fim de formar uma massa coesa induzida pelo calor, que envolve as
partes através de interagcdes proteina-proteina. Entretanto, o musculo triturado
apresenta um sério problema no que se refere & oxidag&o lipidica, pois possui
maior érea superficial, e portanto mais exposta ao ar. Além disso, o proprio
processo de trituragdo permite a incorporagdo de oxigénio ao produto, muitas
vezes em um nivel de 100% de oxigenagdo, acelerando intensamente a
peroxidacéo de lipideos (GRAY & PEARSON, 1987). ERICKSON & THED (1994)
em estudo com espécies de tilapia sob a forma triturada, verificaram baixos
valores de hidroperéxidos e numero de TBA durante os trés primeiros meses de
estocagem sob congelamento, porém nos seis meses posteriores, aumentos

expressivos no numero de TBA foram observados.

O musculo de pescado é susceptivel as reagdes oxidativas devido a alta
concentracdo de catalisadores da oxidagédo (ferro e mioglobina) e lipideos.
Processos de trituragdo muscular intensificam as reagbes oxidativas pela mistura
de catalisadores, lipideos e oxigénio, levando a decréscimo da funcionalidade
protéica (GRAY & PEARSON, 1987).
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Numerosos estudos tém mostrado que lipideos oxidados e perdxidos
causam polimerizagéo ou fragmentagdo protéica, insolubilizagéo, destruicdo de
aminoacidos, formagcdo de radicais livres e complexos proteina-lipideo
(BUTTKUS,1967; JARENBACK & LILJEMARK, 1975; SMITH, 1987: XIONG et al.,
1993, DECKER et al.,1993). Estas modificagdes fisico-quimicas podem levar a
alteracGes na funcionalidade, que podem ser descritas em termos de interagdo
proteina-proteina (agregagdo e gelatinizagdo), interagdo proteina-lipideo
(emulsificac&o) e interagdo proteina-dgua (viscosidade e solubilidade), resultando
em modificagbes adversas na textura e palatabilidade (BRADDOCK & DUGAN,
1973; KANNER, 1994; XIONG & DECKER, 1995).

Ocorréncia de decréscimo na solubilidade das proteinas miofibrilares
concomitantemente ao aumento no numero de TBA foi observado por alguns
pesquisadores (AWAD et al., 1969; TAKAMA, 1974; BORDERIAS et a/, 1982:
POLLONIO, 1994; REDDY et al, 1992). Resultados semelhantes foram
encontrados por XIONG et al. (1993) e KELLEHER et al. (1994) quanto a
estabilidade da forca de géis protéicos quando antioxidantes eram utilizados em
musculo de pescado, durante a estocagem sob congelamento.

VARMA (1967) propds dois mecanismos para explicar a relacdo entre

lipideos oxidados e proteinas:

1- O radical livre de peroxidagéo lipidica, sequestraria o hidrogénio de grupos
como SH e causaria dois tipos de polimerizagdo: polimeros sollveis em agua em
que o lipideo ndo € incorporado, e polimeros insoliveis em agua que séo
formados por ligagbes cruzadas das proteinas através de uma reacgdo adicional

envolvendo radicais peroxi.

2- O segundo mecanismo envolve os produtos da oxidacdo, como compostos
carbonil, malonaldeido, propanal, hexanal, que reagem covalentemente com
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grupos da proteina. Mais atenc@o tem sido dada a radicais livres como causadores
de prejuizos as proteinas. Acredita-se que radicais livres sdo transferidos as
proteinas, formando radicais protéicos livres, que poderiam dar inicio a varias
reacoes, tais como ligagdes cruzadas com outras proteinas e lipideos, formando

agregados proteina-proteina e proteina-lipideo.

Alguns relatos foram realizados a partir de experimentos realizados
diretamente com a miosina isolada e a adicdo de acidos graxos insaturados. KING
et al. (1962) relataram que pegquenas gquantidades de acidos linoléico e linolénico
oxidados reduziam rapidamente a solubiidade da miosina de carpas.
Observagbes de BRADDOCK & DUGAN (1973) através da reacdo de acido
linoléico oxidado com a miosina de salm&o, indicaram que as reagdes que
contribuem para a desnaturagao, destruicdo e modificagbes na qualidade dos
lipideos e proteinas musculares, estdo relacionadas com a interacdo do material
oxidado (compostos carbonil) com as proteinas durante armazenamento sob

congelamento.

Alteracbes indesejaveis das proteinas causadas por hidroperoxidos de
acido linoléico foram responsaveis pela destruicdo da estrutura da miofibrila,
causando desnaturagéo e precipitagdo da miosina e decréscimo da solubilidade
protéica (JARENBACK & LILJEMARK, 1975; TAKAMA, 1974).

Segundo REDDY & SRIKAR (1991) lipideos oxidados interagem com
aminoacidos como a cisteina-SH, grupo NH> da lisina, tirosina, metionina e
arginina. Estas interagdes aumentam a hidrofobicidade da proteina, aumentando

entdo a agregacao protéica.
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A protec@o das proteinas contra alteragdes funcionais, conferida pelo uso
de antioxidantes foi relatada por alguns autores (SMITH, 1987: XIONG et al.,
1993).

SMITH (1987) utilizou antioxidante em musculo de peru mecanicamente
desossado e observou que este preveniu as perdas de solubilidade protéica e
atividade Ca-ATPésica, evidenciando que as reagcbes oxidativas estariam
envolvidas na deterioragdo protéica.

XIONG et al. (1993) observaram que géis adicionados de antioxidante
apresentaram maior rigidez do que os sem antioxidante, indicando que uma
melhor resposta da capacidade de gelatinizagdo das proteinas miofibrilares é
dependente da inibicdo da oxidagdo de lipideos.

2.7.3 Alteracbes da cor

O musculo esquelético de pescado é classificado como musculo claro e
escuro e alguns pigmentos musculares como a mioglobina e hemoglobina, estao
envolvidos na cor do musculo. A mioglobina é o principal pigmento responséavel
pela coloracdo marrom-avermelhada da carne de peixe e outros animais
vertebrados e invertebrados, e contribui com mais de 80% das ferroporfirinas em
pescado. A hemoglobina também presente no musculo escuro, porém em
pequenas concentragdes, pouco contribui para a cor da carne, exceto, nos casos
em que haja ruptura de vasos sanglineos com acumulo de sangue nos tecidos
musculares (OGAWA & MAIA, 1999).
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A mioglobina e hemoglobina séo pigmentos avermelhados envolvidos nos
processos respiratorios. A mioglobina localiza-se dentro das células dos tecidos
musculares, atuando como transportador temporario de oxigénio, enquanto a
hemoglobina tem a fungdo de transportar oxigénio e didxido de carbono no
sangue. Mioglobina e hemoglobina s&o cromoproteinas, constituidas pela globina
(porcao protéica) e pelo grupo heme, que determina a cor do musculo, uma vez
gue a cor € parcialmente dependente do estado de oxidagéo no interior do anel
heme (JUDGE et al., 1989b; OGAWA & MAIA, 1999).

Dentre os fatores que causam a descoloragcao dos pigmentos musculares,
estdo aqueles relacionados & modificagdo no estado do atomo de ferro (Fe*? ou
Fe*) do grupo heme da mioglobina e/ou modificagdo na molécula no sitio de
ligacéo livre do grupo heme. A variacdo na cor depende da reversibilidade dos
estados quimicos da mioglobina, relacionados com a disponibilidade e ligagao do
oxigénio (CROSS et al., 1986).

Apods a execugao de cortes no musculo, processo de trituracdo e exposigao
ao ar, os pigmentos reagem com o oxigénio e causam modificagées na cor. Se o
ambiente contém pouco oxigénio (embalagem que permite parcial permeabilidade
ao 0,), a porcao que contém o ferro do pigmento torna-se oxidada, passando do
estado ferroso para o estado férrico, determinando o aparecimento de cor marrom.
Este estado oxidado € chamado de metamioglobina. A formagéo desta coloragao
reduz a aceitabilidade de carnes e produtos carneos por parte dos consumidores,
que geralmente a associam como sendo decorrente de um longo periodo de
estocagem (CROSS et al., 1986; JUDGE et al., 1989b). De acordo com OGAWA &
MAIA (1999) a came de pescado € duas a quatro vezes mais sensivel a formagao

de metamioglobina do que a carne bovina.
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NAKAYAMA & YAMAMOTO (1977) em estudo com diferentes espécies de
pescado, mantidas estocadas sob congelamento (-20° C) por 6 meses,
observaram tendéncia ao escurecimento, pela diminuicdo dos valores
correspondentes & luminosidade (L). Entretanto, nenhuma das espécies mostrou
alteragéo quanto ao parametro (a), referente a cor vermelha. Os autores relataram
aumento do numero de TBA, concomitantemente com a modificacéo da cor, 0 que
pode indicar o envolvimento de lipideos oxidados ou compostos secundarios nesta
alteragao.

OGAWA & MAIA (1999) relataram durante a estocagem sob congelamento,
em certos peixes, o desenvolvimento de coloragdo verde na carne hipodérmica e
abdominal, denominada “green meat’, que se deve a formacéo de sulfomioglobina
e sulfohemoglobina. A fim de evita-la, recomenda-se o processo de congelamento,

imediatamente apds a captura.

Relatos na literatura indicam que a oxidagdo de lipideos causa
modificagbes na coloragdo de produtos com o decorrer do armazenamento sob
congelamento (KHAYAT & SCHWALL, 1983; HSIEH & KINSELLA, 1989; XIONG,
1995).

HSIEH & KINSELLA (1989) relatam que hidroperdxidos interagem com
pigmentos e outras macromoléculas, causando a descoloragdo, ou seja, a
modificag&o da cor original do musculo de pescado.

Em produtos congelados elaborados a partir de peixes gordos, pode
aparecer durante a estocagem coloragdo amarela ou laranja- avermelhado
(marrom) na parte abdominal e nas guelras. Esta ocorréncia denomina-se “rusting”
(escurecimento da gordura), podendo acometer também a porgdo muscular do
pescado (OGAWA & MAIA, 1999).
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Segundo OGAWA & MAIA (1999) a gordura de pescado nao tem sua cor
alterada somente pela oxidagdo, mas também pela reacdo com amonia,
assumindo coloragdo marrom. Esta alteragdo de cor pode ocorrer com aminas,
compostos heme, sais inorganicos, compostos oxidados de metais basicos, sais
inorgénicos etc. SHENOUDA (1980) define a ocorréncia do “browning’ na
superficie de algumas espécies de pescado, como consequéncia da reacdo entre

aminas (metabolismo bacteriano) e compostos carbonil (oxidagéo lipidica).

A descoloragdo da carne, comumente chamada de queima pelo frio, é
ocasionada pela dessecacéo superficial que, além de interferir na cor, prejudica
também a aparéncia comercial. A dessecagdo traz, em conseqUéncia, a
concentracdo de sais na superficie determinando a oxidagdo do pigmento do
musculo e transformando-o em metamioglobina de cor marrom. Este processo é
acelerado pela flutuagdo da temperatura de estocagem, visto que esta favorece a
sublimacéao do gelo no tecido. As superficies expostas absorvem o oxigénio
rapidamente, com concomitante oxidagéo de acido graxos insaturados (OGAWA &
MAIA, 1999).

A operacdo de separagcdo mecanica em musculo de pescado geralmente
implica em escurecimento, devido ao sangue ou linha escura da cavidade
abdominal, ou & pele do pescado. JAUREGUI & BAKER (1980) verificaram
coloragéo cinza no musculo cominuido, e durante o periodo de estocagem sob
congelamento, variagdo da cor de amarelo a marrom, dependendo da espécie de
pescado estudada.

A utilizacao de cloreto de sédio (NaCl), de acordo com HUFFMAN et al.
(1981), melhora a condigdo da cor em hamburguer bovino mantido sob
congelamento, entretanto, seu efeito prooxidante em musculos de diferentes
espécies animais, tem sido verificado por KOETZ (1977), RAHARJO et al. (1989)

e KANNER et al. (1991).
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2.7.4 Alteragbes de sabor/odor

A avaliagéo do sabor em alimentos € influenciada pela viséo (cor, forma),
paladar, aroma, textura etc., que sdo determinantes na aceitagéo e preferéncia por
um alimento. Destaca-se a importancia da relagéo entre sabor e odor, conhecida
como “flavor” (OGAWA & MAIA, 1999).

A palatabilidade do pescado congelado por longos periodos € normalmente
limitada pela deterioragdo do “flavor’ decorrente principalmente da oxidacdo
lipidica, sendo provavelmente influenciada por outras reagdes bioquimicas, tais
como hidrolise lipidica, protedlise e catabolismo de nucleotideos (HAARD, 1992).

A peroxidagéo lipidica gera grande quantidade de hidroperoxidos, cuja
decomposigdo, por sua vez, gera compostos carbonil, hidrocarbonos, furanos e
outros, que contribuem para a deterioragdo do sabor e odor dos alimentos,
especialmente produtos & base de musculo. A etapa de propagacdo, no processo
de oxidag&o lipidica, induz reagbes em cascatas que produzem grande taxa de
mono e dimeros de hidroperoxidos, que s&o quebrados cataliticamente ou por
acido, e decomposigéo térmica, formando compostos secundarios e deterioracéo
do “flavor” (KANNER, 1994).

MILLER ef al. (1980) em estudo com salsichas estocadas a -18° C por 18
semanas, relataram que somente poucos provadores puderam detectar “flavor’

rancoso, ao final das 31 semanas de estocagem.

Segundo HUFFMAN et al. (1981), ap6s a estocagem de hamburguer bovino
a -26° C por 60 dias, ndo foram observadas alteracdes nos atributos sensoriais

(sabor e aroma), embora o valor de TBA tenha triplicado (1,27 umol mal./kg de

amostra) em relac¢&o ao produto fresco (0,42 umol mal./kg de amostra). Entretanto,
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RAHARJO et al. (1989) indicaram que valor de TBA de 1,6 mg malonaldeido/Kg
de amostra (reestruturado de carne bovina), foi associado com odor rangoso.

MAIA et al. (1982) em estudo com “patties” feitos a partir de pescado de
agua doce curimbata (Prochilodus scrofa), observaram a auséncia de diferenca no
“flavor” do produto armazenado sob congelamento por 92 dias a -20° C, cuja
estabilidade se deve provavelmente ao baixo contedo de &cidos graxos desta

espécie, e em parte ao alto teor de condimentos empregados.

Sabor rangoso foi perceptivel em truta (Salmo irideus) triturada, somente
apos 120 dias de estocagem a -20° C, e 45 dias apds (165° dia) tornou-se muito
intenso (BORDERIAS et al., 1982), o que entra em concordancia com VARELTZIS
et al. (1988) que nao verificaram modificagdes no “flavor’ nas espécies Scomber
Jjaponicus collias e Mustellus mustellus L., apdés 8 semanas de estocagem a
-22° C.

2.7.5 Modificagbes na textura

Varias sdo as definicbes existentes na literatura para o termo textura
(SZCZESNIAK, 1963; MULLER, 1969), porém por constituir um numero de
diferentes sensacdes fisicas, BOURNE (1978) utiliza o termo propriedades
texturiais, que pressupée um grupo de propriedades relacionadas, mais

propriamente do que o termo textura.

Segundo BOURNE (1978) as propriedades texturiais consistem de um
grupo de caracteristicas fisicas, que originam-se de elementos estruturais do
alimento, sendo percebidas pela sensagéo do toque, relacionadas a deformacéo,
desintegrac@o e fluxo do alimento sobre uma forga, e medidas objetivamente em

funcé&o da massa, tempo e distancia.
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SZCZESNIAK (1963) introduziu o perfil de textura como uma classificacéo
das caracteristicas texturiais, sendo este aplicado a varios produtos alimenticios.
O autor agrupou as caracteristicas de textura em trés grupos principais:
mecanicas, geomeétricas e outras. As caracteristicas mecanicas incluem a dureza,
coesividade, elasticidade, adesividade e viscosidade; as caracteristicas
geometricas, relacionam-se ao tamanho e forma das particulas e aquelas
referentes @ forma e orientagdo; e as outras caracteristicas, incluem as
relacionadas & percepgéo do teor de umidade e de gordura dos alimentos.

As medidas objetivas de textura sdo importantes para estudar as
modificagbes das propriedades reoldgicas dos tecidos durante a estocagem sob
congelamento. Instrumentos tém sido desenvolvidos para simular sensagdes
como mastigagdo, dureza, coesividade, elasticidade etc. As modificagdes
texturiais em tecidos durante o congelamento podem ser entdo quantitativamente
monitoradas com maior exatiddo (SHENOUDA, 1980).

O perfil da textura pode ser medido através de testes de compressao e/ou
penetracdo, e o texturdmetro TA-XT2, baseando-se em andlises de curvas
forca/tempo e forga/distancia, permite a andlise das caracteristicas mecanicas do
produto (BOURNE, 1978).

Segundo KINSELLA (1976), as proteinas miofibrilares sdo importantes no
estabelecimento da aderéncia entre os componentes carneos e também na
estrutura e textura de cames processadas. Agentes ligantes sdo empregados para
melhorar a funcionalidade em produtos carneos (ex. salsicha, hamburguer etc.)
quando matéria-prima de inferior qualidade é utilizada, estando geralmente a
perda da aceitabilidade relacionada a modificagbes na textura, que sera mais ou
menos intensa, de acordo com a temperatura e tempo de estocagem empregados
(SIKORSKI et al., 1976; SHENOUDA, 1980).
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O pescado pode tornar-se progressivamente mais rigido e fibroso durante a
estocagem sob congelamento, originando atributos sensoriais descritos como
esponjosidade, elasticidade, textura de borracha, perda de suculéncia e prejuizos
a capacidade de retencdo de &agua. Alguns tecndlogos reconhecem que a
desnaturagcdo e a agregacé&o de proteinas em pescado, particularmente aquelas
das fragbes miofibrilares, estdo normalmente associadas com alteragées na
textura do pescado congelado (DYER, 1951; SHENOUDA, 1980; ACTON et al.,
1983; HAARD, 1992).

Durante a estocagem sob congelamento, as proteinas musculares sofrem
desnaturacao devido a causas variadas, entre elas o prejuizo causado pela
formacao e agregacao de cristais, desidratagdo e aumento da concentragdo salina
e modificacées no pH. A desnaturacdo leva a ligagdes cruzadas das proteinas
musculares, particularmente da actomiosina, e formacdo de uma malha
tridimensional, que resulta em textura mais rigida (LEBLANC et al., 1988). Estas
modificagbes protéicas, em sistemas modelo, podem ser retardadas por lipideos
neutros e aceleradas por acidos graxos livres, que reagem com as proteinas
miofibrilares produzindo uma malha de ligagbes cruzadas, que aumenta a
resisténcia das fibras a fragmentacao (SIKORSKI et al., 1976).

O grau da desnaturagdo € influenciado por tratamentos antes do
congelamento, estado post-mortem, taxa de congelamento, temperatura de
congelamento e de estocagem, periodo e flutuacdo da temperatura durante a
estocagem, métodos de descongelamento e outros (SIKORSKI et al, 1976;
SHENOUDA, 1980).

Relatos de TEJADA (1994) indicam que o tecido conectivo ndo representa
um fator muito importante na dureza em musculo de pescado, uma vez que 0O
colageno € muito instavel e hidrolisado em temperaturas relativamente baixas, e

no cozimento este parece ser convertido em gelatina.
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Um fator importante na textura € o estado post-mortem. HAMM (1974)
verificou que o processamento de came em estado de pre-rigor resulta em
produtos de excelente qualidade, decorrente da alta capacidade de retencdo de
agua deste material, devido a presenca do ATP. Entretanto, KRAMER & PETERS
(1981) em estudo com filés de pescado da espécie Sebastes flavidus, observaram
maiores valores de textura no estado de pre-rigor comparado ao estado de rigor e
post-rigor mortis. Os autores deduziram que a maior dureza estava relacionada a
contragao das fibras musculares, durante o rigor do descongelamento.

Relatos na literatura indicam que o uso de cloreto de sédio (NaCl) melhora
a textura em produtos reestruturados, pela diminuigdo das perdas pelo cozimento
(COHEN et al., 1977, HUFFMAN et al. , 1981).

Modificagbes na textura apdés o congelamento de pescado, foram
observadas em estudos de varios pesquisadores (AWAD et al., 1969; SIKORSKI
et al., 1976; MILLER et al., 1980; REDDY & SRIKAR, 1991). Entretanto, pesquisas
com peixes tropicais conduzidas por MAIA et al. (1982), POULTER et al. (1981) e
VARELTZIS et al. (1988) nao evidenciaram modificagdes na textura ao longo da
estocagem sob congelamento.

AWAD et al. (1969) observaram aumento da textura, através de avaliagio
organoléptica de filés de pescado da espécie Coregonus clupeiformis, apés 16
semanas de estocagem a -10° C. Inicialmente a textura foi caracterizada como
macia, porem apos 16 semanas sob congelamento, os provadores detectaram
dureza muito acentuada nos filés. Os autores correlacionaram a diminuicdo da
solubilidade com o aumento da dureza, sendo esta correlacdo especialmente
observada entre a 3° e 16° semanas de estocagem.
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OCKERMAN & ORGANISCIAK (1979) verificaram leve modificagdo na
textura de produtos reestruturados (“steaks”), mantidos sob congelamento por até
90 dias, enfatizando que a alteracdo ocorrida foi suave e lenta. Os autores

constataram fraca correlagéo entre a dureza e a oxidagao de lipideos.

MILLER et al. (1980) em estudo com salsichas elaboradas de carme bovina,
estocadas a -18° C por 18 semanas, observaram que as alteracées observadas
pelos provadores, através de teste sensorial triangular, se detiveram no parametro
textura, concluindo que estas modificagdes foram possivelmente induzidas por
lipideos.

MAIA et al. (1982) em estudo com “patties” feitos a partir de pescado de
agua doce curimbata (Prochilodus scrofa), observaram que nao houve diferenca
na textura do produto, cuja estabilidade segundo os autores, se deve ao baixo teor
de &cidos graxos insaturados desta espécie. O produto elaborado manteve boa
qualidade e aceitabilidade durante todo o experimento (92 dias a -20°C), sem a
adicdo de preservativos. De acordo com POULTER et al. (1981), espécies
tropicais de pescado parecem ser menos vulneraveis a deterioragéo da textura do

que espécies de clima temperado.

Segundo BORDERIAS et al. (1982) pouca diferenga foi encontrada na
textura de musculo triturado de truta (Salmo irideus) avaliada por meios objetivos
(Instron), mantida estocada por até 165 dias, e justificam este fato pela leve
modificac&o ocorrida na solubilidade durante este periodo. A analise sensorial nao
mostrou modificacdes da textura no musculo inteiro, sendo observadas leves

variagcdes apenas no musculo triturado, apos 75 dias de estocagem a -20° C.

VARELTZIS et al. (1988) verificaram que pescado das espécies Scomber
japonicus collfias e Mustellus mustellus L., ndo desenvolveram modificagées na

textura, apos 8 semanas de estocagem a -22° C.
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HSIEH & REGENSTEIN (1989) relataram que em pescado triturado
mantido sob congelamento a -20°C nao houve modificacdo significativa na textura,
sugerindo que a deterioragdo na textura ndo ocorre de forma rapida nesta faixa de
temperatura, porém, no inicio do armazenamento sob congelamento ocorreu um
pequeno aumento na textura, concluindo os autores que isto se deve
presumivelmente & formagéo de ligagbes cruzadas e ao fato do tecido (proteinas)
tornar-se mais insoluvel e rijo. A coesividade teve comportamento similar & dureza,
correlacionando-se fortemente com a dureza (+0,95) nas espécies de pescado
estudadas.

REDDY & SRIKAR (1991) verificaram aumento na textura (dureza) em
pescado friturado da espécie Nemipterus japonicus, durante estocagem sob
congelamento a -18° C, concluindo que isto se devia principalmente a uma
reducé@o da solubilidade protéica como resultado de agregagdo. Ainda assim, o
pescado foi considerado aceitavel quanto ao parametro textura, apds estocagem
por 145 dias.

2.8 Propriedades funcionais

Funcionalidade protéica é uma express&o das propriedades fisico-quimicas
das proteinas, modificadas por condi¢cdes do meio ambiente. Estas propriedades
sdo derivadas da composicdo e sequéncia de aminoacidos das proteinas,
estruturas secundaria, tercidaria e quaternaria. Propriedades fisico-quimicas
incluem carga de superficie, contetido de grupos sulfidril, hidrofobicidade, peso
molecular, estabilidade conformacional e comportamento de
associacao/dissociacéo (KINSELLA, 1976; WILDING et al., 1984).
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Segundo MORRISEY et al. (1982), as proteinas miofibrilares estdo
diretamente comprometidas com as propriedades de gelatinizagdo, solubilidade,
atividade Ca-ATPasica, emulsificagdo, viscosidade e capacidade de formagéo de

espuma.

Enquanto as propriedades funcionais tais como viscosidade, gelatinizagdo,
etc. sao propriedades hidromecanicas das macromoléculas protéicas, as
propriedades funcionais de solubilidade, formagdo de espuma, emulsificagéo e
outras, sdo manifestacbes das propriedades de superficie ativa. As propriedades
hidrodinamicas sao largamente influenciadas pela forma e tipo da macromolécula
e sdo independentes da composicdo e distribuicdo de aminoacidos.
Diferentemente, as propriedades de superficie ativa sao influenciadas
principalmente pela composigao e distribuicdo dos aminoacidos do que pela forma
e tipo da macromolécula (DAMODARAN, 1989).

As propriedades de superficie ativa (hidrofobicidade e hidrofilicidade) estéo
altamente relacionadas com a maioria das propriedades moleculares e funcionais
das proteinas alimentares. A solubilidade de uma proteina, por exemplo, pode ser
expressa como a manifestagao do equilibrio entre interagbes entre a proteina-
solvente (hidrofilica) e proteina-proteina (hidrofébica) (DAMODARAN, 1989).

KINSELLA (1976) e LANIER (1986) observaram que fatores extrinsecos
como condigdes do meio ambiente e processamento influenciam a funcionalidade
das proteinas miofibrilares por alteragéo de suas propriedades moleculares. Forca
idnica, presenga de diferentes ions, pH, temperatura, teor de umidade, estado
fisico da fonte protéica, métodos de isolamento, precipitagao,
secagem/desidratacdo, modificagdo (quimica, enzimatica etc.) e interacdo com
outros ingredientes , todos afetam a funcionalidade das proteinas.
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PARK et al. (1990) postularam que as modificagdes bioguimicas/biofisicas
que ocorrem no musculo durante o desenvolvimento de rigor mortis, induzem
modificagdes significativas nas propriedades funcionais das proteinas musculares.
O desenvolvimento do rigor mortis varia com a espécie de pescado e é
dependente da temperatura post-morfem e condi¢bes ante-mortem tais como
estresse, método de captura, condi¢ées de processamento e estacdo do ano. O
fendbmeno de rigor mortis em pescado, ocorre mais rapidamente e tem duragédo
mais curta do que em mamiferos (OGAWA & MAIA, 1999).

2.8.1 Solubilidade

A maioria das propriedades funcionais das proteinas relacionam-se com
relacbes entre proteina-agua, tais como a solubilidade. A avaliagdo do
comportamento da solubilidade propicia um bom indice das aplicacées e
limitages das proteinas, fornecendo informagées sobre a utilizagdo de
procedimentos de processamento e dos efeitos de tratamentos térmicos que
podem afetar as aplicagdes protéicas (KINSELLA, 1976).

A solubilidade, segundo HULTIN et al. (1995), &€ geralmente definida como
a quantidade de proteina que perdura numa solugdo de caracteristicas definidas,
depois de submetida a acdo de forga centrifuga especifica por um determinado
periodo de tempo. As caracteristicas de solubilidade dependem da forma de
solubilizagdo da proteina e dos procedimentos operacionais para efetuar a
separacao das fracées soluvel e insolivel. Sofre influéncia de fatores como:
composicao e sequéncia de aminoacidos, taxa de aminoacidos polares e apolares,
peso molecular e conformac&o, sendo afetada pelo pH, temperatura, sais (espécie
e concentragao), tratamento prévio sofrido pela proteina, métodos de extracéo e

interag&o com outros componentes de alimento.
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Outros fatores citados por KELLEHER & HULTIN (1991) afetam a
solubilidade entre eles: o musculo (espécie, tipo de musculo, tipo de fibra,
quantidade de tecido conectivo), a condi¢do post-mortem (estado de rigor e post-
ngor, temperatura), a condicdo da extragdo (técnica de ruptura de tecidos,
tamanho da particula, peso do tecido, solugdo de extragdo, volume, pH, forca
idnica, for¢a centrifuga, temperatura).

Muitos termos tém sido utilizados para designar a solubilidade das
proteinas para propositos comerciais, tais como: “WSP- Water-Soluble Protein”
(proteina soluvel em agua), “WDP- Water-Dispersible Protein” (proteina dispersa
em agua), “PDI- Protein Dispersibility Index” (indice de dispersibilidade protéica),
“NSI- Nitrogen Solubility Index” (indice de nitrogénio soluvel) e outros (KINSELLA,
1976).

WU & SMITH (1987) concluiram que a temperatura de 4° C empregada na
extracdo protéica tem por finalidade minimizar a contribuicdo das proteases
enddgenas. KELLEHER & HULTIN (1991) mencionam que a prevencgdo da
formagéo de espuma e manutencdo da temperatura abaixo de 5° C sao fatores
importantes a fim de evitar a desnaturacd@o, durante a solubilizagao das proteinas

miofibrilares.

De acordo com CONNEL (1968), menor quantidade de proteinas & extraida
quando o0 musculo se encontra em estado de rigor mortis, e isto se deve
presumivelmente ao numero de interagdes entre as moléculas de actina e miosina,
que € maior no estado de contracdo muscular, resultando numa estrutura menos

facilmente susceptivel a ruptura pelo agente extrator.

Aumento da solubilidade das proteinas miofibrilares extraidas de tilapia, foi
relatada por PARK et al. (1990), quando utilizado pescado em estado de pre-rigor
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mortis, comparado com valores percentuais de proteina sollvel em pescado em

estados de rigor e post-rigor mortis.

A solubilidade também sofre a influéncia da concentragdo protéica.
Geralmente, para avaliacdo desta importante propriedade funcional séo utilizadas
concentragbes protéicas que variam de 1-20mg proteina/mL. A utilizagdo de
concentragbes maiores gera insolubilizacdo, caracterizada pela sedimentacdo das
proteinas quando submetidas a centrifugagéo (VOJDANI, 1996).

KINSELLA (1976) mencionou que a determinagdo do percentual de
proteina soluvel € uma das primeiras anélises a ser conduzida, quando se avalia o
grau de desnaturacd@o de uma proteina, e esta correlacionada com a maioria das
outras propriedades funcionais, especialmente com a gelatinizacdo (ASGHAR et
al., 1985), emulsificacéo (GILLET et al., 1977), retengéo de agua (RICHARDSON
& JONES, 1987), forca de ligagdo (KENNEY et al. ,1992) e propriedades térmicas
(BARBUT & FINDLAY, 1991).

As proteinas musculares tém sido agrupadas em trés categorias com base
em suas solubilidades: 1) proteinas sarcoplasmaticas, soldveis em &gua ou
solugdes salinas diluidas, com baixa forga idnica; 2) proteinas soluveis em sal,
incluindo as proteinas miofibrilares, definidas como soluveis em solugdes salinas
de forca idnica 0,45 a 0,6M; 3) proteinas do estroma, constituindo aquelas que
mantém-se insoluveis apds as extragbes mencionadas, sendo compostas pelas
proteinas do tecido conectivo, podendo conter também proteinas miofibrilares ndo
extraidas e algumas membranas protéicas (HULTIN et a/., 1995).

A solubilidade de uma proteina depende do pH da solugdo. Uma proteina
em um sistema aquoso, no ponto isoelétrico (pl), possui carga liquida igual a zero
e apresenta menor solubilidade. No pl as interagdes proteina-proteina aumentam
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devido as forcas eletrostaticas das moléculas estarem no minimo, e menos agua
interage com a molécula protéica. Esta € uma condi¢do favoravel a agregacéo e
precipitacdo das proteinas, que pode ser modificada pela utilizagdo de sais
(espécie e concentragao) que alteram os efeitos eletrostaticos, de hidratagéo e
estruturais da agua, resultando em melhor solubilidade (efeito “salting-in”)
(KINSELLA, 1976; MORRISEY et al., 1982; HULTIN et al., 1995; VOJDANI, 1996).

A fase caracterizada pelo aumento da solubilidade & conhecida como
“salting-in”’. Sais neutros na concentragdo de 0,1-1M geraimente aumentam a
solubilidade protéica dependendo da proteina, pH e temperatura. Os ions salinos
interagem com grupos da proteina opostamente carregados, a fim de formar uma
camada dupla de grupos idnicos, com diminuigdo da interagdo eletrostatica entre
as moléculas protéicas, causando maior solvatagdo e deste modo propiciando
maior solubilidade das proteinas (KINSELLA, 1976, KOLAKOWSKI et al., 1977,
HULTIN et a/., 1995; VOJDANI, 1996).

KOLAKOWSKI et al. (1977) observaram que concentragdes de 1,0 a 2,5%
de NaCl permitiam valores maximos de solubilidade da miosina extraida de
arenque (Clupea harengus membras L.) e bacallhau (Gadus gadus callaria L.).

Em concentragdes acima de 1M, os ions diminuem a solubilidade (“salting-
out’) pela perda da superficie hidrofilica, causando a expoéic;éo das areas
hidrofébicas da proteina. As interagdes hidrofébicas aumentam, havendo
competicdo entdo com a proteina pela agua, desta forma causando a precipitagao
protéica (KINSELLA, 1976; HULTIN et al., 1995, VOJDANI, 1996).

Em pH abaixo ou acima do pl , onde a proteina possui carga negativa ou
positiva, maior quantidade de agua interage com as cargas protéicas. As cargas
liguidas e de repulsdo contribuem para uma maior solubilidade. Valores de pH
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extremamente &cidos ou basicos, podem levar & abertura das proteinas
(desnaturacéo), e exposicdo de grupos hidrofébicos. Esta abertura é decorrente
do decréscimo das ligagGes eletrostéticas, gerando agregacédo e precipitacdo
(HULTIN et al., 1995; VOJDANI, 1996).

Segundo KINSELLA (1976), a desnaturacdo pode produzir alteracées
indesejaveis, uma vez que resulta em propriedades fisico-quimicas alteradas,
particularmente, em diminuigdo/perda da solubilidade, extractabilidade e
propriedades funcionais do material. Relatos da literatura tém mostrado o
decréscimo do percentual de proteina soltvel, como consequéncia da estocagem
sob congelamento (JIMENEZ-COLMENERO & BORDERIAS, 1983; CHEN et al.,
1989; REDDY et al., 1992; DIAS et al.; 1994; PASTORIZA et al., 1994).

JIMENEZ-COLMENERO & BORDERIAS (1983) estudaram peixes das
espécies: Micromesistius poutassou (R.), e Trachurus trachurus (L.), triturados,
estocados a -20°C por 8 meses e observaram decréscimo da estabilidade e
solubilidade protéica, alteracdo que se correlaciona com o tempo de estocagem.
Decréscimo de 50% em relagdo ao valor inicial da solubilidade protéica de
Nemipterus japonicus, congelado e estocado a -18° C por 180 dias, foi também
verificado por REDDY ef al. (1992).

SCOTT et al. (1988) néo evidenciaram decréscimo da solubilidade das
proteinas miofibrilares em Theragra chalcograma, estocada a —29° C por 267 dias,
e constataram que isto se deve a baixa temperatura de estocagem empregada.

DIAS et al. (1994) investigaram o efeito da estocagem sob congelamento
sobre as propriedades fisicas e quimicas de Aphanopus carbo e Lepidopus
caudatus, e relataram decréscimo de solubilidade apds 8 semanas de estocagem

a-18° C, decréscimo das proteinas sarcoplasmaticas e aumento das fracdes
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alcali-soluvel e estromal, sendo estas duas ultimas observagbes caracteristicas de
um processo de desnaturagao protéica (SIKORSKI et al., 1976; SHENOUDA,
1980).

A ocorréncia da oxidacdo lipidica em musculos tem influéncia no
comportamento funcional de suas proteinas. Os radicais livres modificam as
estruturas moleculares protéicas, levando a alteracdes na sua funcionalidade.
Decréscimo nos niveis de solubilidade tem sido observado quando as proteinas
miofibrilares s@o expostas a lipideos oxidados, durante a estocagem sob
congelamento (KING et al., 1962, AWAD ef al,1969; TAKAMA, 1974;
BORDERIAS et al., 1982, CARECHE & TEJADA, 1990b; POLLONIO, 1994).

KING et al. (1962) constataram rapido decréscimo da solubilidade protéica,
apbs a adigdo de baixas concentragées de acidos graxos (linoléico e linolénico)

oxidados a actomiosina extraida de bacalhau.

AWAD et al. (1969) observaram em estudo com pescado de agua doce, da
espécie Coregonus Clupeiformis, que a solubilidade das proteinas miofibrilares
diminuiu apds estocagem do pescado a -10° C por 16 semanas, sugerindo que

produtos da oxidag&o lipidica podem ter contribuido a insolubilizac@o proteica.

SIKORSKI et al. (1976) concluem que lipideos oxidados em complexos
lipoprotéicos, induzem a polimerizacéo e a agregacao das proteinas, tendo como
consequéncia o decréscimo da solubilidade.

BORDERIAS et al. (1982) verificaram gque a solubilidade protéica, em filés
de pescado da espécie Salmo irideus, ndo apresentou variagao significativa
durante 165 dias de estocagem a -20° C. Os autores concluiram que o pequeno
decréscimo da solubilidade, justificou-se pelo fato do numero de TBA né&o ter

49



mostrado consideravel aumento ao longo do periodo de armazenamento desta

espécie de pescado.

CARECHE & TEJADA (1990b) analisaram o efeito da adicdo de lipideos
oxidados na funcionalidade protéica de Lepidorhombus whiffiagonis (W.) e Sardina
pilchardus (R.) durante a estocagem a temperatura de -18° C por até 365 dias, e
observaram a diminuicdo da solubilidade protéica ao longo do periodo de

armazenamento.

Intensa redugdo da solubilidade simultaneamente com a elevagdo dos
valores de TBA em carne de frango mecanicamente desossada, estocada por 180
dias a -20° C, foi verificada por POLLONIO (1994), indicando que lipideos
oxidados podem ter contribuido para a redugdo da solubilidade protéica. Valores
de solubilidade e atividade Ca-ATPasica correlacionaram-se positivamente

durante o periodo de armazenamento sob congelamento.

Estudos de PASTORIZA et al. (1994) com Raja clavata (L.), triturada,
congelada e estocada & temperatura de -18°C mostraram decréscimo no que se
refere a extragdo das proteinas miofibrilares. Redugio mais expressiva foi
observada apds 1 ano de estocagem a -18° C. Os autores tentaram explicar o
decréscimo na extragdo protéica através de observagdes feitas por REDDY &
SRIKAR (1991), que acreditam que o decréscimo se deve a presenga de
agregados resultantes da formagdo progressiva de ligaces intermoleculares, tais
como: pontes de hidrogénio, ligagbes idnicas, interagdes hidrofébicas e pontes
dissulfidicas, formadas como consequéncia da estocagem do produto sob
congelamento, porém, de acordo com SRIKAR et al. (1989) verificaram que a
oxidagao lipidica pode ser a causadora do decréscimo da extracdo das proteinas
miofibrilares.
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Decréscimo da solubilidade das proteinas miofibrilares em sardinha
(Sardinella longiceps) mantida a -20° C por 150 dias, foi atribuido 32
hidrofobicidade protéica, como consequéncia do aumento de acidos graxos livres
e indice de peroxidos, levando & agregacgéo protéica (VERMA ef al., 1995).

2.8.2 Capacidade de Gelatinizacdo

A capacidade de gelatinizacdo constitui-se em importante propriedade
funcional, definida por GLICKSMAN (1982) como uma associagao ou ligagao
cruzada de cadeias de polimeros dispersas ao acaso em solugado, para formar
uma rede tridimensional continua que imobiliza liquido nas estruturas intersticiais e

resistem ao fluxo e presséo.

FERRY (1948) relatou que géis protéicos desnaturados podem ser
formados somente quando € alcangado o balango critico entre forgas atrativas e
repulsivas. Segundo o autor, 0 processo de gelatinizagdo & constituido por dois
estagios: o primeiro envolvendo a desnaturagdo inicial da proteina nativa
(aquecimento) em polipeptideos abertos, que gradualmente num segundo estagio,
associam-se a fim de formar a matriz do gel, se forgas atrativas e condigdes
termodinamicas sé@o adequadas. Por causa das altas temperaturas de
desnaturacédo empregadas, o primeiro estagio do processo de gelatinizagao
parece mais acelerado que o segundo, que ocorre de forma mais lenta, a fim de
permitir que as proteinas desnaturadas se orientem e interglam em pontos
especificos, para entdo formar a malha, rede tridimensional. Quando a agregagao
ocorre muito rapidamente ha a obtengdo de um coagulo caracterizado por alta
opacidade, baixa elasticidade e consideravel sinerese.

51



Os géis protéicos de acordo LEE & LANIER (1995) constituem uma malha
tridimensional de proteinas miofibrilares, interligada por pontes de hidrogénio,
interacGes ibnicas, hidrofobicas e ligagdes covalentes. Alteragdes nas pontes de
hidrogénio, ligagdes ibnicas, interagbes dissulfidicas e hidrofdbicas ocorrem
durante a transicéo para o estado desnaturado (ZIEGLER & ACTON, 1984).

A formacéo de gel com textura desejavel € dependente ndo somente da
composi¢ao de aminoacidos, peso molecular, hidrofobicidade, concentracéo, taxas
de aquecimento e resfriamento, pH, e estado post-morfem do musculo, mas
também da espécie animal, método de pesca, estacdo do ano, espécie de
pescado e tipo de musculo envolvido (MORRISEY et al., 1982; CHAN et al., 1992).

Segundo SAMEJIMA et al. (1982) e SMITH (1988) as propriedades de
gelatinizagéo da miosina, em sistemas modelo, sdo melhoradas na presenca de
actina. Os autores relataram ainda que a tropomiosina e troponina ndo possuem
influéncia na forga de géis protéicos, confeccionados a partir de actomiosina de
pescado.

As cadeias pesadas intactas da miosina sdo importantes na obtencdo de
geis protéicos de maxima forga, uma vez que as cadeias leves dissociam-se e sdo
solubilizadas durante o aquecimento. Subfragmentos da miosina produzem géis

mais fracos do que as cadeias pesadas da miosina (SMITH, 1988).

Segundo SUZUKI (1981) e LANIER (1986), as proteinas sarcoplasmaticas
interferem na propriedade de gelatinizagéo, fazendo necessaria a sua remogéo
quando se realiza a extracdo de proteinas para esta finalidade. Estas proteinas
causam a interrup¢do das ligagdes cruzadas continuas das proteinas miofibrilares

e introduzem atividade proteolitica @ mistura.
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CHEN et al. (1997) relataram que em pescado de musculo escuro, € maior
a dificuldade para a formagao de géis viscoelasticos, uma vez que o decréscimo
rapido do pH apoés a morte muitas vezes atinge o ponto isoelétrico, justificando-se
entdo a etapa de lavagem com substancias alcalinas.

De acordo com PARK et al. (1990) o estado do rigor mortis do pescado
afeta a formacao de géis de proteinas miofibrilares, sugerindo que a queda
significativa do pH, promove a desnaturagdo protéica. Os autores atribuiram ao
estado de pre-rigor mortis em tilapia, a maior extragao protéica e obtengao de géis
com melhor textura.

Melhor textura (dureza) em géis protéicos pode ser obtida, quando utilizado
valor de pH na faixa de 6,0-6,5 (BEAS ef al., 1988; CARECHE et a/, 1991; LAN et
al., 1995; COFRADES et al., 1997).

As condi¢cbes de resfriamento requeridas para permitir a gelatinizagéo,
também afetam as caracteristicas fisicas dos géis. Apds o resfriamento, os
polipeptideos enovelados, enrolados, associam-se para formar a malha. As
ligagdes cruzadas envolvem muitas pontes de hidrogénio, atragbes idnicas, pontes
dissulfidicas e associagdes hidrofébicas (FERRY, 1948).

Proteinas miofibrilares de animais de sangue frio, a exemplo do pescado,
sd0 menos estaveis quando submetidas a tratamento térmico (CONNEL, 1961),
especialmente na presenga de 0,5-0,6M de NaCl. Neste caso especifico, para que
se obtenham géis mais estaveis e resistentes sdo utilizadas duas faixas de
temperatura, que consistem de um aquecimento inicial a 40° C por 30-60 minutos,
seguido de outro geraimente, a 90° C por 30 minutos (LANIER, 1986; ROUSSEL &
CHEFTEL, 1988).
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A temperatura empregada na pré-incubacdo depende da espécie de
pescado envolvida, ou seja, peixes com menor temperatura corporal requerem
diminui¢do da taxa e temperatura empregadas durante o setting (RODGERS et al.,
1987).

O fendmeno conhecido como setting é definido como o estado em que as
propriedades reolégicas do pescado sob temperatura constante (40°C), mudam do
estado sol para gel. Tem sido atribuido & interagdes hidrofdbicas, sulfidril-
dissulfidica e & formagdo de ligagdes covalentes, catalisadas pela
transglutaminase existente no musculo (OGAWA et al., 1995). Observacbes de
decréscimo das cadeias pesadas da miosina e concomitantemente producao de
ligagbes cruzadas entre as mesmas, foram observadas com o decorrer do setting
(NISHIMOTO et al., 1987).

Segundo LIU et al. (1982) a exposicdo de surimi de Atlantic croacker a 35-
40° C na presenca de NaCl 0,5-0,6 M resultou na dissociagéo e solubilizagdo de
filamentos da miosina em moléculas individuais; parcial abertura da regido de o-
hélice das cadeias pesadas; formagdo de uma matriz ordenada do gel por

agregacao destas regibes abertas, através de interacdes hidrofébicas e

eletrostaticas. O aquecimento a temperaturas de 70-90°C envolve agregacéo das
cabegas globulares através de interagdes hidrofébicas e dissulfidicas (TAGUCHI
et al., 1987).

A utilizagéo da pré incubagédo (0-40° C) resulta em géis protéicos macios,
translucidos e coesos e o subsequente aquecimento a 60-90° C, provoca aumento
da opacidade e da forgca do gel e maior capacidade de retenco da dgua (LANIER
etal., 1982; LEE & LANIER, 1995).



Segundo TEJADA (1994), quando os géis protéicos sdo submetidos &
temperaturas maiores do que 80° C, ocorre oxidagdo adicional de grupos
sulfidrilas e ligagbes dissulfidicas s&o formadas. Devido a instabilidade das pontes
de hidrogénio, as estruturas o-hélice se abrem, expondo um numero maior de
aminoacidos hidrofébicos e mais ligagdes hidrofébicas entre as moléculas sdo
estabelecidas. Ao proceder o resfriamento dos géis, as pontes de hidrogénio

novamente sdo estabelecidas e parte das a-hélice reestruturadas.

CHENG et al. (1979a) e XIONG & BREKKE (1989) verificaram que ocorre a
degradacdo da miosina em algumas espécies, quando aquecidas em temperatura
na faixa de 60-70° C, resultando em géis mais frageis devido a agdo de enzimas

proteoliticas.

Vdrios relatos na literatura indicam decréscimo da dureza de géis protéicos
em fungdo da temperatura e tempo de estocagem (CHENG ef a/., 1979b; SMITH,
1987; SCOTT et al., 1988; SYCH et al., 1991; MACDONALD ef al., 1992).

CHENG et al. (1979b) observaram que géis confeccionados a partir de
diferentes espécies de pescado, estocadas por periodos longos (12 meses) a
-29° C, tenderam a ser menos firmes e menos elasticos. SCOTT et al. (1988)
concluiram que o congelamento de Theragra chalcograma estocada a -29°C por
267 dias, resultou em géis menos resistentes, cuja forga decrescia com o tempo

de estocagem do peixe.

SMITH (1987) relatou em estudo com proteinas miofibrilares extraidas de
musculo de peru, que a sinerese, firmeza e a coesividade dos géis protéicos
diminuiram durante a estocagem sob congelamento e concluem que mesmo o0 uso
de antioxidantes ndo preveniu modificagdes significativas destes parametros. As
modificagbes na estrutura dos géis apresentou forte correlagdo com modificagoes
da solubilidade e atividade ATPasica durante o congelamento.
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MACDONALD et al. (1992) também verificaram em seu estudo com
Macruronus novaezelandiae declinio da resisténcia do gel, quando estocado a
mesma temperatura (-29° C) constatando ser este decorrente da queda do pH e
aumento da concentracdo de formaldeido, que interage com as proteinas
formando ligagdes cruzadas intra e intermoleculares levando a perda das
propriedades funcionais. A queda do pH deve-se provavelmente & formacdo de
acidos graxos livres, hidrélise enzimatica de acidos neutros e fosfolipideos.

Em desacordo com os autores supramencionados, SYCH et al. (1991)
relataram aumento da dureza em géis protéicos obtidos de bacalhau (Gadus
morhua), em funcéo da temperatura de estocagem. A correlagéo significativa entre
a dureza do gel e a umidade espremivel sugere que o aumento esta relacionado a

perda da capacidade de retengdo de agua das proteinas miofibrilares.

A ocorréncia da oxidagdo lipidica em musculos tem influéncia no
comportamento funcional das proteinas miofibrilares. Alteracdes na capacidade de
gelatinizagcdo decorrente da autoxidagdo durante o armazenamento sob
congelamento, tém sido relatada na literatura, resultando em prejuizos a
integridade da matriz do gel, com conseqiente perda da dureza dos geéis protéicos
(XIONG et al., 1993, DECKER et al. , 1993; POLLONIO, 1994).

DECKER et al. (1993) e XIONG et al. (1993) observaram que géis
adicionados de antioxidante tiveram maiores valores de forgca (dureza) do que os
sem antioxidante, indicando que uma melhor resposta da capacidade de
gelatinizacdo das proteinas miofibrilares é dependente da inibigdo da oxidagdo de

lipideos.

Intensa reducéo da firmeza e coeséo de géis protéicos obtidos de proteinas
miofibrilares, extraidas de carne mecanicamente desossada estocada a -18° C, foi
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observado por POLLONIO (1994). Segundo o autor, a desnaturagéo protéica e a

interac&o com lipideos oxidados resultaram na perda da dureza dos géis.

2.8.3 Capacidade de retencdo de agua

A capacidade de retenc@o de agua pelas proteinas miofibrilares, constitui-
se em uma importante propriedade funcional, porque desta dependem os atributos
de textura, suculéncia e maciez de seus produtos. Esta capacidade descreve a
propriedade que uma matriz de macromoléculas possui de englobar grande
quantidade de agua, de tal modo que exsudatos ndo sejam formados (PARDI et
al., 1993).

A capacidade de retencdo de agua foi definida por HAMM (1960) como
sendo a capacidade da carne reter sua propria agua, ou a agua adicionada
durante a aplicagdo de forgas externas, tais como: pressdo, aquecimento,
trituracao, centrifugagao e outras.

HAMM (1960) menciona que a capacidade de reten¢do de agua tem grande
importancia na qualidade da carne e produtos carmeos. Quase todos os
procedimentos de estocagem e processamento da carne s&o influenciados pela
capacidade de retengdo de agua. Estes procedimentos incluem transporte,
estocagem, enlatamento, cozimento, congelamento, descongelamento, salga e
secagem.

Segundo JUDGE et al. (1989b) para o entendimento dos fundamentos

quimicos da capacidade de retengdo da agua, admite-se que a mesma apresenta-
se sob trés formas: agua ligada, imobilizada e agua livre.
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A agua ligada encontra-se unida a grupos hidrofilicos da proteina,
permanecendo fortemente unida a ponto de resistir & agdo de uma intensa forca
mecanica. A agua imobilizada corresponde as outras moléculas aqguosas
localizadas em camadas cada vez mais débeis 3 medida que se distancia do
grupo reativo da proteina. A agua livre é aquela que se mantém unicamente por
forcas superficiais. Quase todas as modificacées observadas na capacidade de

retencao de agua se devem a modificagdes experimentadas pela agua livre.

A capacidade de retengdo de agua das proteinas miofibrilares é
influenciada pelo estado de ionizagdo e densidade de carga da proteina, os quais
s&o modificados pela adigdo de sais e pH (ACTON et al., 1983). Esta propriedade
€ altamente influenciada pela extracdo das proteinas, tratamento mecanico,

temperatura, ambiente idnico e pH.

A capacidade de retencdo de &gua altera-se apés a morte do animal,
diminuindo com o desencadeamento do rigor mortis. Este fendmeno produz a
contragao irreversivel das fibras musculares., como consequéncia do decréscimo
do pH, diminuicdo da concentragcdo de ATP, e produgéo do complexo actomiosina.
Esta diminuicZo se traduz em exsudagdo (PARDI et al. |, 1 993).

HAMM (1981) relata que a propriedade de capacidade de retencdo de agua
é favorecida quando a carne se encontra em estado de pre-rigor e isto esta
diretamente relacionado ao nivel mais alto de ATP, resultando em um estado mais
relaxado, em mais hidratagdo e solubilidade das proteinas miofibrilares. Segundo
O autor, a capacidade de retengcdo de agua pode ser mantida por muitos meses,
através do congelamento rapido de produtos reestruturados, obtidos a partir de

musculo em pre-rigor.
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Segundo HAMM (1960) a utilizagédo de NaCl em tecido com pH maior que o
ponto isoelétrico (~5,0-5,4) pH>pl resulta em maior capacidade de retencdo da
agua, porém quando € estabelecida a relagdo pH<pl, ocorre diminuicdo na
retencéo da agua pelo tecido muscular. O efeito é predominantemente devido aos
ions CI" do NaCl que causam o enfraquecimento da interagdo entre grupos
opostamente carregados em pH=>pl.

A cominuicdo fisica do musculo leva a prejuizos no sarcolema (HAMM,
1975), endomisio (WILDING et al., 1986) e integridade da fibra muscular. A
cominuigdo muscular em alta forca idnica (acima de 0,6M) causa a expansdo das
fioras musculares (WILDING et al, 1986), despolimerizagdo da miosina,
solubilizacao e extracdo das proteinas miofibrilares (HAMM, 1975). As proteinas
das fibras expandidas tém capacidade de retencdo de agua muito maior devido a
exposicao dos sitios das proteinas ao solvente, ao invés de estarem envolvidas
em interagdes proteina-proteina (WISMER-PETERSEN, 1978). A miosina contém
cerca de 38% de aminoacidos polares com grande conteudo de residuos de
acidos aspartico e glutamico, que podem ligar 6-7 moléculas de agua cada um
(HARRINGTON, 1979). A adicdo de sal aumenta a capacidade de retengédo da
miosina pelo aumento da carga negativa efetiva e quebra de ligagbes ibnicas,
causando aumento molecular e compressdao da agua (ACTON et al. ,1983,
WISMER-PETERSEN, 1978).

HERMANSSON & AKESSON (1975) relatam que concentragdes de NaCl
até 4% aumentam a ligacdo da agua em sistemas musculares, afetando
marcadamente as propriedades de retencdo da agua de carnes e produtos
carneos. Acima do ponto isoelétrico, ions CI° associados aumentam a carga
negativa dos polipeptideos, que aumenta a repulsdo mutua entre eles, e deste
modo facilitam a inibigéo da agua pela malha protéica. Atribui-se também ao sal a
capacidade de melhorar a textura de produtos carneos cominuidos.
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COHEN et al. (1977) relataram que a adigdo de NaCl em concentragdes de
0,5-1,0% diminuia as perdas pelo cozimento, melhorando a textura de restruturado
de carne bovina. KOETZ (1977) constatou que amostras tratadas com 1% de NaCl
tiveram menor perda de dgua durante a estocagem sob congelamento de polpa de

castanha e corvina.

NAKAYAMA & YAMAMOTO (1977) em estudo com varias espécies de
pescado verificaram apés o cozimento que houve tendéncia a maior firmeza das

amostras, porém este parametro aumentou levemente e de forma gradativa.

HUFFMAN ef al. (1981) e GHADI & NINJOOR (1988) mostraram em seus
estudos que a utilizacdo de NaCl em produtos confeccionados a partir de musculo

de pescado, melhoram a textura e minimizam as perdas durante o cozimento.

HSIEH & REGENSTEIN (1989) relataram que em pescado triturado
mantido sob congelamento a -20°C n&o houve modificagio significativa na textura,
€ na capacidade de retengdo de &gua durante a estocagem, sugerindo que a
deterioracao na capacidade de reten¢éo de agua néo ocorre de forma rigida nesta
faixa de temperatura.

PEREZ-VILARREAL & HOWGATE (1991) em estudo com merluza
observaram leve aumento na dureza durante o periodo de estocagem de 40
semanas a -20°C e mostraram que n&o houve variagdo intensa nas perdas pelo
cozimento, o que pode ser devido & agdo do NaCl (retencdo de umidade pelo sal).
Entretanto, VERMA et al. (1995) em estudo com musculo de sardinha triturada
estocada a -20°C por 150 dias, observaram perda da capacidade de retencdo de

agua durante o cozimento, em torno de 30% do valor inicial
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2.8.4 Umidade espremivel

Uma das formas de se medir a capacidade de retencdo de agua de um
material & através da avaliagdo da umidade espremivel, definida por JAUREGUI et
al. (1981) como a quantidade de liquido liberado de um sistema protéico, pela
aplicagéo de forgca centrifuga, dependendo a quantidade de agua livre, do tipo e
intensidade da for¢ca aplicada.

CHENG et al. (1979b) e SYCH ef al. (1991) relataram em seu estudo que a
perda da capacidade de retenc@o de geis proteicos estava correlacionada com a
dureza dos mesmos, uma vez que sua avaliagdo permite a medida da suculéncia

de um produto.

HSIEH & REGENSTEIN (1989) relataram que em pescado triturado
mantido sob congelamento a -20° C nao houve modificacao significativa na textura

e umidade espremivel durante a estocagem e concluem que isto se deve a faixa
de temperatura empregada.

Relatos de HENINGAR et al. (1989) mostram que menores valores de
umidade espremivel foram obtidos quando os géis protéicos foram elaborados a
partir de musculo de pescado em estado de pre-rigor, quando comparado ao

estado de post-rigor mortis.
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3 ESTUDO 1- OBTENGAO, CARACTERIZAGAO E DETERMINAGCAO DAS
FRACOES PROTEICAS DE MUSCULO DE PACU (Colossoma mitrei)

1 INTRODUCAO

O mdsculo ou filé representa a principal parte comestivel do pescado e
consiste de musculos corporais, além de tecido conectivo, tecido adiposo e

pequenos ossos intermusculares (OGAWA & MAIA, 1999).

A determinac&o da composigao quimica dos pescados permite classifica-los
nos grandes grupos de alimentos, de acordo com os teores de agua, lipideos,
proteinas e minerais (SUZUKI, 1981; OGAWA & MAIA, 1999).

Segundo SUZUKI (1981) e SANCHEZ (1989) a composicdo quimica do
pescado varia de acordo com a espécie, e dentro de uma mesma espécie. Tem-se
observado que tais variagdes individuais estdo relacionadas com fatores como a
estacdo do ano em que foi realizada a captura, zona geografica, temperatura da
agua, e com particularidades como: idade, sexo, zona do corpo, tipo de musculo,
desenvolvimento gonadal, estado nutricional € tamanho do pescado.

O pescado, de acordo com STANSBY (1962), pode ser classificado
segundo os seguintes critérios:

-Categoria A: baixo teor de gordura (< 5%) e alto teor protéico (15- 20%).

-Categoria B: médio teor de gordura (5- 15%) e alto teor protéico (15- 20%).

-Categoria C: alto teor de gordura (> 15%) e baixo teor protéico (< 15%).

-Categoria D: baixo teor de gordura (< 5%) e muito alto teor protéico (> 20%).

-Categoria E: baixo teor de gordura (< 5%) e baixo teor protéico (< 15%).
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Os lipideos do pescado variam com as condi¢gdes ambientais (temperatura
da agua, profundidade, habitat, etc.), condigdes fisiolégicas (idade, sexo, grau de
maturagao), alimentacgdo (tipo e volume da dieta), razdes pelas quais o contetdo
de lipideos varia dentro de uma mesma espécie, quando o peixe € capturado em
diferentes areas e periodos de pesca (OGAWA & MAIA, 1999).

Os peixes sao constituidos por duas classes de musculos: os claros, que
s30 0s mais abundantes, e os escuros, que comumente se encontram abaixo da
pele e da linha lateral. Existe diferenga na composi¢céo quimica destes dois tipos
de musculo, possuindo a carne escura maior teor de lipideos, proteinas
sarcoplasmaticas e estromais, € menor conteudo de proteinas miofibrilares,
quando comparada a musculatura clara (STANSBY, 1962; OGAWA & MAIA,
1999).

O tipo de acido graxo € o fator mais importante na estabilidade dos lipidios.
Geralmente a taxa de oxidagcdo aumenta, conforme o aumento no numero de
duplas ligagbes. Relatos de MACHADO (1989) e MAIA et al. (1995) indicaram que
filés de pacu apresentam 33,55% de acidos graxos saturados e 63,86% de acidos

insaturados.

Segundo OGAWA & MAIA (1999) o conteudo de umidade dos peixes, em
geral, esta em torno de 60 a 85% variando inversamente com o teor de lipideos.
Este elevado teor de umidade constitui uma das causas que favorece a
desnaturacdo e a deterioragdo do pescado.

ZAITSEV et al. (1969) apontaram como os principais constituintes minerais
do filé de pescado, o fosforo, calcio, potassio, sodio, magneésio € cloro.
Observaram também, que o teor de minerais no tecido muscular de peixes &
afetado pela composi¢do e concentragdo de sais na agua. Assim, o musculo de

peixes marinhos possui maior concentragéo de sais, que a musculatura de peixes
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de agua doce. Além disso, este Ultimo contém menor quantidade de cloro e
praticamente n&o contém iodo e bromo. MACHADO (1989) em estudo com pacu
(Colossoma mitrei), verificou teor de ferro de 0,4 mg%, caracterizado como baixo,
aproximando-se do encontrado em espécies marinhas de musculo

predominantemente claro.

A composigcdo do musculo de pescado de acordo com SUZUKI (1981), é
aproximadamente 68-84% agua, 15-24% proteina, 0,1-22% lipideos, 1-3%
carboidratos e 0,8-2% substancias inorganicas.

Sobre a composigéo quimica de peixes de agua doce do Brasil, algumas
referéncias foram encontradas. MAIA et al. (1983) obtiveram teores médios de
76,5% de umidade, 20,41% de proteina, 2,3% de lipideos e 1,3% de cinzas para o
curimbata (Prochilodus scrofa).

MORAES et al. (1984) estudaram a correlagéo entre a composicéo quimica
e alguns parémetros biolégicos em saguiru (Curimatus elegans), bem como a sua
variacao mensal. Constataram relagdo inversa entre os teores de umidade (em
meédia 78,04%) e de lipideos (em média 3,03%), ndo havendo relagéo entre o teor
de umidade e proteina bruta (17,66%). O teor médio de cinzas foi de 1,27%. Os
autores enquadraram a espécie na categoria A estabelecida por STANSBY
(1962).

Estudando aspectos nutritivos de alguns peixes da Amazénia, ROCHA et al.
(1982) determinaram a composigdo quimica de pacu, classificado como
Mylossoma spp, ndo se tratando da espécie Colossoma mitrei originaria do
Pantanal, caracterizado como um peixe gordo com 8,0% de gordura, 71,5% de

umidade, 18,3% de proteina e 2,2% de cinzas.



MACHADO (1989) estabeleceu a seguinte composigdo quimica apos
estudo com filées de pacu (Colossoma mitrei): agua (67,7+0,9%), proteina
(13,0+0,3%), lipideos (17,2+0,6%) e cinzas (1,3+0,1%). O autor classificou o pacu,
como um peixe com alto teor de gordura (maior do que 15%) e baixo contetdo
protéico (menor do que 15%). O alto contetido de gordura pode ser explicado pela
inclus&o no filé dos musculos ventrais, onde se concentra a gordura cavitéria, ou
pela retirada parcial da enorme quantidade de gordura que existe sob a pele do
pacu. Variacdes em lipideos em diferentes porgbes musculares foram também
observadas por HENDERSON & TOCHER (1987).

As proteinas de pescado sdo mais instaveis do que as de mamiferos e sdo
classificadas por ZAITSEV et al. (1969) em:

-Proteinas miofibrilares: representam aproximadamente 60-75% do total
das proteinas. S&o soluveis em solugdes de forga idnica 0,5-0,6M NaCl ou KCI, e

constituidas principalmente pela actina, miosina, troponina e tropomiosina.

-Proteinas sarcoplasmaticas: representam de 20-25% do total de proteinas.
Soluveis em solugdes de baixa for¢a idnica < 0,01M e pH neutro, e constituidas

pelas enzimas do metabolismo muscular.

-Proteinas estromais: representam 2-10% do total de proteinas e
apresentam-se insoluveis em solu¢des aquosas e em solugdes salinas. Sao

constituidas principalmente pelo colageno.

DYER et al. (1950) desenvolveram métodos de extracao da proteina, bem
como o fracionamento em seus principais componentes, com o0 objetivo de
detectar modificagbes ao longo da estocagem do pescado. A partir disso, varios
autores procuraram avaliar a extractabilidade da proteina do musculo como um

critério de avaliagdo tecnologica e acompanhamento de mudang¢as ao longo da
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estocagem, sobretudo sob congelamento (MOORJANI et al., 1962; AWAD et al.,
1969; KHALIL et al., 1980; MACHADO, 1989; LAN et al. , 1995).

MOORJANI et al. (1962) relataram valores de proteinas sarcoplasmaticas
que variaram de 22 a 35,7%, em quatro diferentes espécies de pescado. AWAD et
al. (1969) obtiveram valores de 71,91% para a fracdo miofibrilar e 16 16% para a
frac@o sarcoplasmatica, extraindo 93,0% de proteinas em pescado de agua doce

da espécie Coregonus clupeiformis.

KHALIL et al. (1980) observaram percentuais protéicos em Tilapia nilotica,
de 66,7 e 24,8% para proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, respectivamente,
valores estes similares aos obtidos por MACHADO (1989) em Colossoma mitrei.
verificando teores de 64,3% para proteina miofibrilar, 25,0% para sarcoplasmatica,

8,0% para proteina estromal e 2,7% para nitrogénio n3o-protéico.

LAN et al. (1995) encontraram valores de 64,0% para proteinas miofibrilares

e 31,0% para proteinas sarcoplasmaticas extraidas de “catfish”.

A determinagdo das diferentes fragdes protéicas do pescado, constitui um
dado importante para a avaliagdo de suas qualidades tecnoldgicas e
acompanhamento de mudangas ao longo da estocagem. Nesse sentido, uma
padronizagdo das condigdes de extragdo (tipo de sal, pH, forca idnica,
concentracao, temperatura) seria de grande interesse (SHENOUDA, 1980).

Este estudo objetivou a caracterizagdo quimica e a determinacdo das
fragbes protéicas dos filés de pacu.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria- prima

Pescados da espécie C. mitrei foram obtidos do Centro de Pesquisa e
Treinamento em Aquicultura, CEPTA-IBAMA, Pirassununga, no periodo do verdo
(Janeiro), pesando cada peixe aproximadamente 2,0 Kg. Os peixes foram
devidamente acondicionados em caixas térmicas, contendo gelo triturado na
proporgdo de 2:1, onde sofreram processo de chogue térmico, com subsequente
morte rapida (em torno de 05 minutos). A seguir estes foram enviados a Campinas
onde sofreram processo de filetagem, obtendo-se filés sem pele, em estado de
pre-rigor mortis. Amostras desta matéria-prima fresca foram separadas para
determinag@o de anadlises quimicas e fisicas, e o restante congeladas em
congelador de placas a —-30° C, embaladas em sacos de polietileno e estocadas

em camara fria a -20° C por até 6 meses.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Caracterizagao quimica

Foram realizadas as seguintes determinagdes:

-Umidade, proteina bruta e cinzas segundo os procedimentos da AOAC (1984).
-Lipideos totais de acordo com a metodologia descrita por BLIGH & DYER (1959).
-Nitrogénio nédo- protéico por modificagdo do método descrito por BECKER et al.
(1940).

Todas as analises foram conduzidas em triplicata.
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2.2.2 Determinagao das fragdes protéicas

Foi realizada segundo o método de XIONG & BREKKE (1989) com algumas

modificagdes.

Cinco filés foram coletados aleatoriamente e triturados em moedor elétrico.
Amostra de 250 g (musculo triturado) foi homogeneizada em liquidificador por 90
segundos, com 4 volumes de solugdo- tampéao fosfato de sédio 0,05M contendo
0.1M NaCl, pH 7,0, extraida por 1 hora, sob resfriamento (banho de gelo), em
agitador de velocidade variavel (modelo Fisatom), e a seguir centrifugada a 6.000
rem por 20 minutos, em centrifuga refrigerada (2-4° C). O sobrenadante foi
separado e mantido sob refrigeracéo e o residuo pesado e reextraido novamente
com 4 volumes de solucéo- tampao fosfato de sodio 0,05M contendo 0,1M NaCl,
pH 7,0 por 1 hora, sob resfriamento. Nova centrifugagdo a 6.000 rpm por 20
minutos foi realizada. O sobrenadante foi adicionado ao anteriormente obtido,
para a determinacdo do percentual das proteinas sarcoplasmaticas. Ao residuo
obtido foi adicionado 1/3 da solugdo- tampé&o fosfato de sédio 0,05M, 2,4M NaCl ,
PH 7,0, em relag&o ao peso do residuo. Leve homogeneizagao foi realizada para
dispersar o residuo e a seguir adicionado 1-2 volumes de solugdo- tampao
fosfato de sédio 0,05M, 0,6M NaCl, pH 7,0, e procedida a extragdo como
anteriormente por 1 hora. Apds a extragéo foi realizada centrifugacdo a 10.000
rem por 30 minutos. O sedimento obtido foi utilizado para a determinacdo das
proteinas estromais e o sobrenadante adicionado de 5 volumes de agua
destilada refrigerada, foi homogeneizado e centrifugado a 10.000 rpm por 30
minutos. O residuo obtido foi centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm, sendo
utilizado para a determinacéo das proteinas miofibrilares.

Todas as fragbes protéicas foram dosadas pelo método semi- micro

Kjeldhal (AOAC, 1984), sempre em triplicata.

68



3 RESULTADOS

Figura 1. Filé de pacu (C. mitrei ) fresco

Tabela 1. Composigéo quimica de musculo de pacu

Parametros Valores médios (%)
Umidade 74,90+0,18
Proteina (Nt- NNP x 6,25) 18,46+0,08
Lipideos 5,09+0,04
Cinzas 1,27+0,01
NNP 0,27+0,01

69



‘ [ Sarcoplasméticas
B Miofibrilares '
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Figura 2. Composicao das fragdes protéicas de
musculo de pacu

4 DISCUSSAO

Composigao quimica

De acordo com SUZUKI (1981) a composigdo do musculo de pescado é
aproximadamente 68-84% agua, 15-24% proteina, 0,1-22% lipideos, 1-3%
carboidratos, substancias inorganicas 0,8-2%, e os resultados obtidos neste

estudo, expostos na Tabela 1, estdo dentro da faixa reportada pela literatura.

A determinacdo da composi¢do quimica de pescado de agua doce tem sido
objeto de estudo de varios pesquisadores (ROCHA et al., 1982; MAIA et al., 1983;
MORAES et al, 1984). Os resultados apresentados na Tabela 1, em
concordancia com os apresentados por MORAES et al. (1984), indicam relag&o

inversa entre os teores de umidade e de lipideos.
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A composicdo do pacu ndo apresentou grande variacdo no teor de
proteinas, umidade e cinzas, em relagdo aos percentuais observados para peixes
de agua doce nos experimentos conduzidos por ROCHA ef al. (1982), MAIA et al.
(1983) e MORAES et al. (1984), porém, o teor de lipideos apresentou variagdo de
acordo com a espécie estudada e mesmo entre a mesma espécie, como
observado pelos resultados de MACHADO (1989).

Segundo STANSBY (1962) de acordo com o teor de lipideos e proteinas é
possivel classificar o pescado em categorias distintas. Os resultados
apresentados na Tabela 1, referentes aos teores de proteina total (18,46 =+
0,08%) e lipideos totais (5,09 + 0,04%), permitem classificar o pacu como um
peixe com alto teor protéico e médio teor de gordura, pertencente portanto, a
categoria B. Em desacordo com os resultados obtidos neste estudo, MACHADO
(1989), em experimento com filés de pacu, classificou este pescado como um
peixe gordo (17, 2 + 0,3%) com baixo teor protéico (13,0 + 0,3%). O autor justifica
o alto teor de lipideos pela inclus@o nos filés de musculos ventrais, onde se
concentra a gordura cavitaria e evidéncias indicam que isto pode também ter sido
decorrente da retirada parcial da enorme camada de gordura que existe sob a
pele do pacu. A Figura 1 mostra que o filé obtido neste experimento estava livre

de pele e tecido adiposo aparente.

Composicédo das fragées protéicas

A determinacgdo quantitativa das fragdes protéicas do pescado fresco € de
grande interesse como ponto de referéncia para estudos de conservagdo e de
aproveitamento tecnolégico. A extractabilidade das proteinas musculares tem sido
considerada um critério para avaliagdo de mudancas das propriedades do
musculo de pescados congelados (SHENOUDA, 1980).
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A Figura 2 mostra as percentagens relativas as fragdes sarcoplasmaticas,
estromais e miofibrilares das proteinas do pacu, que comparam-se aos teores
citados por ZAITSEV et al. (1969).

Os valores obtidos para proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares por
MOORJANI et al. (1962) e LAN et al. (1995) foram comparaveis com o0s
apresentados neste estudo. Entretanto, AWAD ef al. (1969) e KHALIL et al. (1980)

obtiveram valores menores para proteinas sarcoplasmaticas.

MACHADO (1989) encontrou maior percentual para proteinas miofibrilares
e menor para proteinas sarcoplasmaticas comparados aos obtidos neste
experimento. As diferengas observadas nos experimentos, podem ser explicadas
pelo fato que a composigdo aproximada do pescado varia de acordo com a
espeécie, e dentro de uma mesma espécie, e estdo relacionadas com fatores como
a estag@o do ano em que foi realizada a captura, zona geografica, temperatura da
agua, e com particularidades como: idade, sexo, zona do corpo, tipo de musculo
(claro ou escuro), desenvolvimento gonadal, estado nutricional e tamanho do
pescado (SUZUKI, 1981; SANCHEZ, 1989). Além do que a padronizacdo das
condi¢cdes de extrac&o (tipo de sal, pH, for¢a idnica, concentracdo, temperatura)
seria de grande interesse para estabelecer uma real comparacéo entre espécies

de pescado.

5 CONCLUSOES
- Os teores de 18,46% para proteina e de 5,09% para lipideos totais obtidos de

musculo de Colossoma mitrei, permitem classificar este pescado como uma

espécie com alto teor protéico e medio teor de gordura.
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- Pela caracterizacédo das fracbes protéicas pode-se concluir que o
percentual de proteinas miofibrilares obtidas de musculo de pacu (60,37%), indica
apresentar este pescado boa funcionalidade protéica, uma vez que a miosina e
actina constituem as proteinas diretamente envolvidas nas propriedades de

solubilidade, capacidade de gelatinizagao e emulsificagéo.
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4 ESTUDO 2- AVALIAGAO DO EFEITO DA OXIDAGAO LIPIDICA NA
DESNATURACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES EXTRAIDAS DE
MUSCULO DE PACU (Colossoma mitre) ARMAZENADO SOB
CONGELAMENTO

1 INTRODUGAO

A desnaturacdo pode ser definida como um fendmeno complexo que
envolve modificagdes nas estruturas secundaria e terciaria das proteinas, devido a
quebra de ligacées que contribuem a estabilidade da conformac&o nativa da
proteina, sem ruptura das ligagbes entre atomos de carbono, comprometidos com
0os enlaces peptidicos, implicados na estrutura primaria (FERRY, 1948:;
TANFORD, 1968; SIKORSKI et al., 1976).

Segundo KINSELLA (1976), a desnaturagdo pode produzir alteragbes
indesejaveis, uma vez que resulta em propriedades fisico-quimicas alteradas,
particularmente, em diminuicdo/perda da solubilidade e demais propriedades
funcionais do material.

Fatores como o nivel de cristalizacdo do gelo, decorrente do tipo de
congelamento utilizado (lento ou rapido) e/ou de variagbes na camara de
estocagem, danificando as células e suas membranas, aumento da concentracéo
de solutos na fase n&o-congelavel, desidratagdo, atividade enzimatica, e reacdo
das proteinas com produtos da oxidac&o lipidica, podem causar a desnaturacao
das proteinas miofibrilares durante a estocagem do musculo sob congelamento
(BURGESS et al., 1967; LOVE, 1968; SIKORSKI ef al., 1976; SHENOUDA, 1980;
SMITH, 1987).
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De acordo com SHENOUDA (1980), a estabilidade da estrutura
tridimensional das proteinas é altamente dependente das pontes de hidrogénio,
muitas das quais sdo mediadas por moléculas de agua. Ent&o, a desidratacdo das
moléculas protéicas pelo frio, que consiste da migragdo das moléculas de agua, a
fim de formar cristais de gelo, resulta numa ruptura do sistema de pontes de
hidrogénio e acarreta a exposigdo das regides de superficie (hidrofébica ou
hidrofilica). Consequentemente estas regides tornam-se desprotegidas e
vulneraveis. Interagdes hidrofébicas-hidrofébicas e hidrofilicas-hidrofilicas podem
entdo acontecer, até mesmo na mesma molécula protéica, ou entre moléculas
protéicas adjacentes, induzindo interagbes proteina-proteina, e posterior
agregacao.

A atividade Ca-ATPasica das proteinas miofibrilares é utilizada como um
bom indice para avaliar a estabilidade das proteinas musculares durante a
refrigeracéo e congelamento e subsequente estocagem (ARAI, 1974). De acordo
com estudos sobre a estabilidade protéica, as proteinas de pescado parecem ser
mais instaveis do que as de coelho e aves (ARAI & TAKASHI, 1977). Esta
instabilidade parece estar relacionada a temperatura do meio que o pescado
habita (ARAI, 1974; SUZUKI, 1981).

JIANG & LEE (1985) observaram a ocorréncia de desnaturacdo protéica,
indicada pelo decréscimo na atividade Ca-ATPasica durante a estocagem de

quatro especies de peixes congeladas e estocadas a -20°C por 12 semanas.

Segundo DONDERO et al. (1989) o decréscimo da solubilidade da
actomiosina e da atividade Ca-ATPasica durante o congelamento de merluza
a -19° C atribui-se a dissociagdo da actina e miosina, com perda da capacidade de
dissociac&o do ATP. Os filamentos de actomiosina tendem a agregar-se no estado
congelado, o que altera a conformagdo do sitio ativo da enzima Ca-ATPase,

situada na regido S1 da molécula da miosina.
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CASTRILLON et al. (1996) relataram que a perda da atividade enzimatica
parece estar relacionada as modificagbes da estrutura tercidria das proteinas,
causada pela cristalizagdo da agua. Porém, de acordo com estudos de alguns
autores a perda da atividade Ca-ATPase, ocorre devido a formacéo de pontes
dissulfidicas decorrente da oxidagédo de grupos sulfidrilas (SH), no sitio ativo da
miosina (HAMADA et al., 1977; JIANG et al., 1987a).

JIANG et al. (1987a) encontraram valores de atividade Ca-ATPasica
decrescendo de 0,19 umol/min/mg de proteina (tempo zero) para 0,05 apds 12
semanas de estocagem de pescado a -20° C. CHEN et al. (1989) obtiveram
valores equivalentes aos do presente experimento, embora mais drasticos,
apresentando a atividade Ca-ATPasica diminuigéo de 0,13 pmol/min/mg (tempo
zero) para 0,03 apds 4 semanas de estocagem. Os autores sugerem que este
decréscimo deve-se principalmente a oxidagdo das sulfidrilas, que diminuem

durante a estocagem sob congelamento.

DYER & DINGLE (1961) relataram em peixes magros (conteudo de lipideos
menor que 1%) menor estabilidade e rapido decréscimo na extractabilidade da
actomiosina quando comparadas com espécies gordas (3-10% lipideos),
concluindo que a presenca de niveis moderados de lipideos, podem proteger as
proteinas musculares ou aumentar a sua resisténcia a desnaturagdo durante a
estocagem sob congelamento. Este efeito protetor se deve a fragcdo de lipideos
neutros, tais como trigligeridecs, que parecem diminuir ou neutralizar o efeito

prejudicial dos acidos graxos livres.

Alguns autores tém mostrado que a atividade enzimatica (ATPase) da
miosina tende a diminuir com a evolugéao do congelamento e o desenvolvimento
da oxidacéo de lipideos (NAMBUDIRI & GOPAKUMAR, 1992; POLLONIO, 1994).
A exposicdo das proteinas a lipideos peroxidados ou aos seus produtos

secundarios produz modificacdes protéicas, incluindo perda de atividade
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enzimatica, polimerizagéo, cissédo e formacéo de complexos lipoprotéicos (FUNES
et al., 1982).

NAMBUDIRI & GOPAKUMAR (1992) observaram em estudo com quatro
espécies de agua doce, entre elas a tilapia (Oreochromis mossambicus), que o
valor da atividade enzimatica (ATPase) durante o congelamento a -20° C
decresceu de 0,13 umol/min/mg (peixe fresco) para 0,02 umol/min/mg (ap6s 180
dias de estocagem). Relataram ainda correlacéo significativa (r= -0,93) entre a
atividade ATPasica e a oxidagao de lipideos.

POLLONIO (1994) observou drastica reducéo nos valores de atividade Ca-
ATPasica, de aproximadamente 0,076 para 0,016 pmol/min/mg proteina, em
proteinas miofibrilares extraidas de carne de frango mecanicamente desossada,
estocada a -20° C por 180 dias. O autor sugere que a desnaturacdo pode ter sido
consequéncia do desenrolamento parcial da molécula, com exposicdo dos grupos
hidrofdbicos, induzindo a agregac&o protéica durante a estocagem, fundamentada
pelo fato que a solubilidade também decresceu durante a estocagem. A
desnaturagéo protéica pode estar também associada aos niveis de oxidacdo de
lipideos da ordem de 6,58 mg de malonaldeido /Kg de amostra, observados ao fim
do periodo de estocagem.

SMITH (1987) verificou que os valores de TBA nao se correlacionaram bem
com os indices de desnaturagdo protéica, permitindo ao autor concluir que a
oxidagdo lipidica ndo foi o fator mais importante na desnaturacéo das proteinas
miofibrilares extraidas de musculo de peru, durante o armazenamento sob
congelamento a -20° C por 30 semanas, embora tenha observado que a adicdo de
antioxidante preveniu a diminuicéo da atividade ATP4asica ao longo da estocagem

sob congelalmento.
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O acompanhamento da desnaturagdo das proteinas pode ser realizado
através de técnicas eletroforéticas, como a eletroforese SDS-poliacrilamida
(LAEMMLI, 1970). A técnica de eletroforese € largamente utilizada na separacéo,
identificagdo de proteinas e na determinacdo de seus pesos moleculares. Tem
sido utilizada por varios autores para observacédo e acompanhamento de possiveis
modificagbes nas proteinas durante o congelamento e estocagem (JIANG et al.,
1987a, JIANG ef al., 1987b; CARECHE & TEJADA, 1990; POLLONIO, 1994).

Dentre as proteinas que constituem a fragdo miofibrilar, a miosina é a mais
susceptivel a desnaturagao, a actina mostra modificagdes leves e a tropomiosina é
considerada a proteina mais estavel (CONNEL, 1960; SIKORSKI et al., 1976;
SAMEJIMA et al., 1982). Entretanto, DAVIES et al. (1994) mencionaram que a
miosina de peixes tropicais parece ser menos susceptivel a ligagdes cruzadas,
causadas pela desnaturacao protéica, que as espécies de pescado de aguas frias.
Os autores deduzem portanto, que existe correlacdo entre o nivel da desnaturagéo

da miosina pelo frio e a temperatura do habitat do pescado.

Em estudo com varias espécies de pescado CHENG et al. (1979), usando
SDS-PAGE, n&o observaram modificagdes nas proteinas actina e miosina apos
12 meses a -29° C.

A separacdo eletroforética das proteinas miofibrilares de Scomber
tapeinocephalus mantidas “in vitro”, durante estocagem sob congelamento a -20°C
por 12 semanas, mostrou o desaparecimento da cadeia pesada da miosina € a
subsequente formacdo de compostos de menor peso molecular, além da
diminuicao das bandas de actina e tropomiosina ao final do periodo de estocagem
(JIANG et al., 1987a).
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Leve decréscimo da cadeia pesada da miosina foi relatado por JIANG ef al.
(1987b) e LEBLANC & LEBLANC (1989), durante o armazenamento de pescado &
temperatura de -20° C.

SMITH (1987) nao observou modificagdes nos padrbes eletroforéticos das
proteinas miofibrilares apds estocagem sob congelamento de musculo de peru.
Resultados indicam que ligagdes cruzadas covalentes, cissdo da cadeia
polipeptidica e a atividade da protease enddgena, ndo foram os fatores mais
importantes nas modificacées das propriedades bioguimicas e funcionais durante
a estocagem, sendo estas provavelmente causadas pela abertura protéica e

associagao nao covalente, a fim de produzir agregados de alto peso molecular.

CARECHE & TEJADA (1990) em estudo eletroforético com proteinas
miofibrilares de Merluccius meriuccius, observaram que nio houve diferencas
apreciaveis nas proteinas durante a estocagem por 180 dias a -18° C. Os autores
porém, observaram que lipideos oxidados adicionados, que permitiram altos niveis
de oxidagao, provocaram o decréscimo da banda correspondente a cadeia pesada
da miosina.

DIAS et al. (1994) nao observaram alteragées no perfil eletroforético das
proteinas miofibrilares  extraidas de duas espécies de pescado, mantidas

estocadas a -18° C por 8 semanas.

POLLONIO (1994) constatou em analise do perfil eletroforético de proteinas
miofibrilares, extraidas de carne mecanicamente desossada, estocada a -20° C, o
desaparecimento da banda correspondente a miosina (cadeia pesada), ao final do

periodo de armazenamento.
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Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da oxidagdo de lipideos

sobre a desnaturagdo das proteinas miofibrilares extraidas de musculo de pacu
armazenado a -20° C por 180 dias.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Os filées de pacu foram obtidos conforme procedimento especificado no
estudo 1.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Determinagao das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (nimero
de TBA)

A analise do n° de TBA foi realizada de acordo com o método proposto por
TARLADGIS et al. (1960), onde 10g da amostra (musculo moido) adicionada de 1
gota de antiespumante a base de silicone (Merck) e 1mL de solucdo de BHT
(1mg/mL) com 50 mL de agua destilada, foram homogeneizados em liquidificador
por exatamente 1 minuto. Esta mistura foi transferida quantitativamente para balao
de fundo chato de 250 mL, com lavagem adicional de 46,5 mL de agua destilada,
sendo adicionado 2,5 mL de solugdo de HCI 4N para levar o pH para 1,5 e
colocadas algumas contas de vidro para evitar turbuléncia e choques. O baléo foi
disposto na manta de aquecimento, em nivel de aquecimento maximo, para
recolher 50 mL de destilado. Foi coletado 5 mL do destilado em tubo com tampa
rosqueada e a este adicionado 5 mL de acido tiobarbiturico 0,02M em &cido
acético concentrado. Os tubos foram fechados, os conteludos misturados e
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imersos em banho de agua fervente por 35 minutos. Apdés o0 aquecimento, os
tubos foram resfriados em agua corrente por 10 minutos e a cor desenvolvida foi
lida a 532 nm em espectrofotometro BECKMAN DU-70. A determinacéo foi
realizada em triplicata e os valores obtidos, plotados em curva- padrdo, sendo os

resultados expressos em mg de malonaldeido/Kg de amostra.

2.2.2 Extragao das proteinas miofibrilares

Foi realizada segundo o método de XIONG & BREKKE (1989) com algumas
modificagdes, conforme descrito no estudo 1.

A fragdo miofibrilar foi dosada pelo método semi-micro Kjeldhal (AOAC,
1984), utilizada dentro de um prazo maximo de 24-48 horas, e mantida sob
resfriamento (2- 4° C).

2.2.3 Determinagao da atividade Ca-ATPasica

A atividade de ATPase das proteinas miofibrilares foi determinada de
acordo com ARAI (1974).

Foi preparada uma solugéo de proteina, com a concentracdo exata de 0,25
mg/mL, em tampé&o tris-acetato 20 mM, 1 mM de CaCl,, pH 7,0 e 20 mM KCI. Em
seguida, esta foi homogeneizada lentamente, sob resfriamento, em agitador
magnético por 30 minutos. A solugdo foi retirada do banho de gelo até a
temperatura atingir 25° C. O ATP foi adicionado para a concentracdo de 1 mM,
homogeneizando lenta e continuamente por 60 segundos. Aliquotas de 2 mL
desta solugdo foram coletadas em intervalo de tempo de 60 segundos,

transferindo para tubo de centrifuga previamente disposto em banho de gelo,
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contendo 3 mL de acido tricloroacético a 15%. Os tubos foram centrifugados a
10.000 rpm por 10 minutos, para a remocao da proteina desnaturada e retirados 2
mL da camada sobrenadante, para determinacdo do fosfato inorganico. O
sobrenadante (2 mL) foi colocado em tubos com tampa rosqueada, contendo 2 mL
do reagente molibdato e 5 mL de solugéo alcool isobutilico-benzeno na proporcéao
1:1. Os tubos foram agitados vigorosamente em agitador de tubos em posicédo
vertical, por exatamente 1 minuto e mantidos em repouso até a separag&o das
fases. Foram pipetados 2 mL do sobrenadante em tubo com tampa rosqueada,
contendo 2 mL de solugdo de H»SO4 alcodlica. Os tubos foram agitados
rapidamente no agitador vertical e adicionados de 0,5 mL de SnCl; (solugao
diluida) e o seu conteudo misturado gentiimente. Os tubos foram mantidos em
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente, e a cor desenvolvida foi lida a
660 nm em espectrofotdometro BECKMAN DU-70. A determinacéo foi realizada em
triplicata e os valores obtidos, plotados em curva-padréo, sendo os resultados

expressos em pumol Pi/ min/mg proteina.

2.2.4 Eletroforese

Foi conduzida de acordo com a metodologia proposta por LAEMMLI (1970),
em sistema Mini-Protean Il da BIORAD. A concentracdo protéica utilizada foi de 10
ug/mL. As amostras (proteinas miofibrilares) foram misturadas a 2 mL da solugao
tamp&o, aquecidas a 95° C por 4 minutos e armazenadas em freezer até o
momento da andlise. Utilizou-se “stacking gel” a 4% e “separation gel’ a 10%,
sendo aplicados 5 puL da amostra. As condigdes de desenvolvimento, coloragéo e

descoloracéo dos géis obedeceram a metodologia classica.
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2.2.5 Analise estatistica

Foi realizada através de andlise de variancia e teste de Tukey usando o

programa SAS (Statistical Analysis System).

3 RESULTADOS

0,12 .
0,1
0,08
0,06

0,04

Atividade Ca-ATPasica ( umol/min/mg )

0,02

0 30 60 80 120 150 180
Tempo (dias)

Figura 1. Avaliagdo da atividade Ca-ATPasica das proteinas miofibrilares
extraidas de musculo de pacu armazenado sob congelamento (- 20° C)
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Numero de TBA (mg malonaldeido/kd

Tabe]a_ 1. Avaliagdo da desnaturagdo (atividade Ca-
ATPasica) das proteinas miofibrilares durante a
estocagem sob congelamento de musculo de pacu

Tempo (dias) Ativide!de Ca-ATPasica
(nmol/min/mg de proteina)
0 0,11+0,01 a
30 0,10+0,00 b
60 0,09+0,00 c
90 0,07+0,00 d
120 0,06+0,00 e
150 0,05+0,00 f
180 0,05+0,00 f

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

de amostra)

0 30 60 o0 120 150 180
Tempo (dias)

Figura 2. Avaliagéo da oxidagao lipidica em musculo de pacu

armazenado sob congelamento (- 20° C)
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Tabela 2. Avaliagio da oxidag&o lipidica em musculo de pacu
armazenado sob congelamento

Tempo (dias) TBA (mg r:amlggtal!:)eidoikg de

0 0,29+0,01a

30 0,52+0,02 b

60 0,73+0,04 ¢

90 0,97+40,02 d

12 1,1740,09 e
150 1,3340,06 f
180 1,45+0,09 f

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Miosina
(cadeia pesada)

Actina
Troponina

Tropomiosina

P Miosina
(cadeias leves)

0 —» 6 meses

Figura 3. Perfil eletroforético das proteinas miofibrilares de

musculo de pacu armazenado sob congelamento (-20° C)
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4 DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o decréscimo da atividade enzimatica da miosina durante
a estocagem sob congelamento de musculo de pacu por 180 dias. Pelos dados
apresentados na Tabela 1 pode ser verificado decréscimo de aproximadamente
55,0% da atividade Ca-ATPasica, indicando processo de desnaturacdo protéica.
Os valores da atividade enzimatica diminuiram significativamente (P<0,05) durante
o periodo de estocagem, podendo isto ser explicado pela abertura parcial da
molécula protéica, permitindo a exposicdo de grupos hidrofébicos, induzindo
interagbes proteina-proteina e consequente agregagdo protéica, conforme
mencionado por SHENOUDA (1980). A reducéo da atividade Ca-ATPasica de
55,0% neste estudo parece pequena, se comparada as obtidas por JIANG et al.
(1987a, 1987b) e POLLONIO (1994), cujos percentuais situaram-se
respectivamente, em aproximadamente 74,0%, 950% e 780% durante o
armazenamento sob congelamento. O nivel da desnaturacdo observada no
presente estudo, pode ser explicado por uma possivel protegdo conferida pelos
lipideos neutros (DYER & DINGLE, 1961), ou ainda pelo fato de tratar-se de uma
espécie tropical na qual a miosina, segundo DAVIES ef al. (1994), parece ser mais
estavel a desnaturacéo protéica.

Autores como NAMBUDIRI & GOPAKUMAR (1992) e POLLONIO (1994)
mostraram que a atividade Ca-ATPasica da miosina tende a diminuir com a
evolugcdo do congelamento e da oxidacéo de lipideos. Pode ser observado na
Figura 2 e Tabela 2 o aumento significativo (P<0,05) dos valores de TBA durante a
estocagem sob congelamento, concomitantemente com o decréscimo dos valores
da atividade Ca-ATPasica (Tabela 1).

Contrariamente a pesquisa realizada por SMITH (1987), pode ser
observada neste estudo forte correlacdo entre a desnaturacdo e a oxidagdo de

lipideos (r=-0,97), indicando que lipideos peroxidados ou seus produtos
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secundarios, podem ter produzido modificagdes nas proteinas, especialmente no
sitio ativo da enzima Ca-ATPase, durante o armazenamento de filés de pacu sob
congelamento. Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por
NAMBUDIRI & GOPAKUMAR (1992), que também evidenciaram alta correlacdo

entre oxidacao lipidica e desnaturagéo protéica.

Pela determinacdo do perfil eletroforético das proteinas miofibrilares do
presente estudo, conforme mostrado na Figura 3, verificou-se auséncia de
alteragbes nas bandas correspondentes a actina, troponina e tropomiosina apés
180 dias de estocagem sob congelamento, o que estd de acordo com
observacbes de SMITH (1987) e DIAS et al. (1994). Entretanto, decréscimo
significativo das bandas referentes as cadeias leves da miosina e leve diminuicéo
da cadeia pesada, podem ser observados na Figura 3, ao longo do periodo de
armazenamento, confirmando relatos de JIANG et al. (1987b), LEBLANC &
LEBLANC (1989) e CARECHE & TEJADA (1990). Pelos resultados apresentados
no presente estudo, pode-se concluir que os niveis da desnaturacdo protéica
ocorrida e da oxidac&o lipidica ndo foram capazes de provocar modificaces
expressivas nas proteinas miofibrilares actina, troponina e tropomiosina, porém, a
miosina, a mais importante proteina sob o ponto de vista da funcionalidade,
apresentou decréscimo ao longo do armazenamento sob congelamento, conforme

observado no eletroforetograma.

5 CONCLUSOES
- A atividade Ca-ATPasica das proteinas miofibrilares apresentou

correlagdo significativa com a oxidagcdo de lipideos, o que sugere o
comprometimento de lipideos oxidados no processo de desnaturacao protéica.
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- As alteragdes promovidas pelo congelamento e pela oxidagZo lipidica ndo
foram tao drasticas a ponto de comprometer as fragdes protéicas correspondentes

as proteinas actina , troponina, tropomiosina.

- As bandas da miosina (cadeias leves) mostraram decréscimo significativo
ao longo do periodo de armazenamento sob congelamento de musculo de pacu e
leve decréscimo foi observado na banda correspondente a cadeia pesada da
miosina, indicando desnaturacdo da mais importante proteina miofibrilar sob o

aspecto da funcionalidade protéica.
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5 ESTUDO 3- AVALIAGAO DO EFEITO DA OXIDAGAO LIPIDICA NA
SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES EXTRAIDAS DE
MUSCULO DE PACU (Colossoma mitrei) ARMAZENADO SOB
CONGELAMENTO

1 INTRODUCAO

A maioria das propriedades funcionais das proteinas estdo relacionadas
com as interagcbes proteina-agua, entre elas podemos citar a solubilidade. A
avaliacdo do comportamento da solubilidade propicia um bom indice das
aplicagdes e limitagcdes das proteinas, fornecendo informag¢des sobre a utilizagdo
de procedimentos de processamento e dos efeitos de tratamentos térmicos que
podem afetar as aplicagdes proteicas (KINSELLA, 1976).

A solubilidade protéica, segundo HULTIN et al. (1995), &€ geralmente
definida como a quantidade de proteina que permanece numa solugdo de
caracteristicas definidas, depois de submetida a ac&o de forga centrifuga
especifica, por um determinado periodo de tempo. As caracteristicas de
solubilidade dependem da forma de solubilizac&o da proteina e dos procedimentos
operacionais para efetuar a separacédo das fragbes soluvel e insoluvel. Sofre
influéncia de fatores como: composicdo e sequéncia de aminoacidos, taxa de
aminoacidos polares e apolares, peso molecular e conformagéo, sendo afetada
pelo pH, temperatura, sais (espécie e concentragdo), tratamento prévio sofrido
pela proteina, métodos de exiracdo e interagdo com outros componentes de

alimento.

Outros fatores citados por KELLEHER & HULTIN (1991) afetam a
solubilidade entre eles: o musculo (espécie, tipo de musculo, tipo de fibra,

quantidade de tecido conectivo), a condi¢&o post-mortem (estado de rigor e post-
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rigor mortis, temperatura), a condi¢cdo da extracéo (técnica de ruptura de tecidos,
tamanho da particula, peso do tecido, solugdo de extragdo, volume, pH, forca

ibnica, forga centrifuga, temperatura).

WU & SMITH (1987) e KELLEHER & HULTIN (1991) concluiram que a
utilizacdo de temperaturas entre 4-5° C empregadas na extragcdo das proteinas
miofibrilares, tem por finalidade minimizar a contribuicdo das proteases enddgenas

e evitar a desnaturacéao protéica.

A solubilidade também sofre a influéncia da concentragido protéica.
Geralmente para avaliagdo desta importante propriedade funcional s&o utilizadas
concentragbes protéicas que variam de 1-20mg proteina/mL. A utilizacdo de
concentracbes maiores resulta em diminuicdo da solubilidade, pela menor
disponibilidade de solvente para interagir com as proteinas e caracteriza-se pela
sedimentac&o destas, quando submetidas a centrifugacio (VOJDANI, 1996).

KINSELLA (1976) mencionou que a determinacdo do percentual de
proteina soluvel € uma das primeiras andlises a serem conduzidas, quando se
avalia o grau de desnaturagdo de uma proteina, e estd de algum modo,
correlacionada as outras propriedades funcionais.

As proteinas musculares tém sido agrupadas em trés categorias com base
em suas solubilidades. As proteinas sarcoplasmaticas, sé@o soliveis em dgua ou
solugGes salinas diluidas, com baixa forga idnica. As proteinas soliveis em sal,
incluem as proteinas miofibrilares, definidas como soltveis em solucdes salinas de
forca ibnica 0,45 a 0,6M. As proteinas do estroma constituem-se naquelas que
mantém-se insoluveis apds as extragbes mencionadas, sendo compostas pelas
proteinas do tecido conectivo, podendo conter também proteinas miofibrilares n&o
extraidas e algumas membranas protéicas (HULTIN et a/., 1995).
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A solubilidade de uma proteina depende do pH da solugdo. Uma proteina
em um sistema aquoso, no ponto isoelétrico (pl), possui carga liquida igual a zero,
apresentando menor solubilidade. No pl as interagbes proteina-proteina
aumentam devido as forgas eletrostaticas das moléculas estarem no minimo, e
menos agua interage com a molécula protéica. Esta € uma condicéo favoravel a
agregacao e precipitacao das proteinas, que pode ser modificada pela utilizacdo
de sais (espécie e concentracdo) que alteram os efeitos eletrostaticos, de
hidratacdo e estruturais da agua, resultando em melhor solubilidade (efeito
“salting-in”) (KINSELLA, 1976, MORRISEY et al., 1982; HULTIN et al., 1995;
VOJDANI, 1996).

A solubilidade atinge o valor maximo geralmente em concentracdo de sais
neutros de 0,1-1M, porém, ao se aumentar a concentracido a solubilidade
decresce marcadamente, devido a competigao entre a proteina e ions salinos pela
ligacdo da agua. A fase caracterizada pelo aumento da solubilidade € conhecida
como “salting-in”. Sais neutros na concentragao de 0,1-1M geralmente aumentam
a solubilidade protéica dependendo da proteina, pH e temperatura. Os ions
salinos interagem com grupos da proteina opostamente carregados, a fim de
formar uma camada dupla de grupos idnicos, com diminuicdo da interagao
eletrostatica entre as moléculas protéicas, causando maior solvatagdo e deste
modo propiciando maior solubilidade das proteinas (KINSELLA, 1976;
KOLAKOWSKI et al., 1977; HULTIN et al., 1995; VOJDANI, 1996).

Em concentracdes acima de 1M, os ions diminuem a solubilidade (“salting-
out’) pela perda da superficie hidrofilica, causando a exposi¢édo das areas
hidrofébicas da proteina. As interagdes hidrofébicas aumentam, havendo
competicdo entdo com a proteina pela agua, desta forma causando a precipitagéo
protéica (KINSELLA, 1976; HULTIN et al., 1995; VOJDANI, 1996).
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Parémetros bioquimicos com modificagbes (decréscimo) na atividade
ATPasica de musculo de pescado, sdo sensiveis indicadores para o
monitoramento da desnaturagdo protéica, como consequéncia de mudancas na
conformagdo, que podem ocorrer durante a estocagem sob congelamento
(SHENOUDA, 1980).

Segundo KINSELLA (1976), a desnaturagdo pode produzir alteracdes
indesejaveis, uma vez que resulta em propriedades fisico-quimicas alteradas,
particularmente, em diminuicdo/perda da solubilidade, extractabilidade e
propriedades funcionais do material. Relatos na literatura tém mostrado o
decréscimo do percentual de proteina sollvel, como conseqiéncia da estocagem
sob congelamento (JIMENEZ-COLMENERO & BORDERIAS, 1983; REDDY et al.,
1992; DIAS et al.; 1994; PASTORIZA et al., 1994).

JIMENEZ-COLMENERO & BORDERIAS (1983) estudaram peixes das
espécies: Micromesistius poutassou (R.), e Trachurus trachurus (L.), triturados,
estocados a -20°C por 8 meses e observaram decréscimo da estabilidade e
solubilidade protéica, alteracdo que se correlaciona com o tempo de estocagem.
Decréscimo de 50% em relagdo ao valor inicial da solubilidade protéica de
Nemipterus japonicus, congelado e estocado a -18° C por 180 dias, também foi
verificado por REDDY et al. (1992).

DIAS et al. (1994) investigaram o efeito da estocagem sob congelamento
sobre as propriedades fisicas e quimicas de Aphanopus carbo e Lepidopus
caudatus, e relataram reducdo da solubilidade das proteinas miofibrilares apés 8
semanas de estocagem a -18°C e aumento das fracdes alcali-solivel e estromal,
sendo estas duas Ultimas observagdes caracteristicas de um processo de
desnaturacéo protéica (SIKORSKI ef al., 1976; SHENOUDA, 1980).
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SCOTT et al. (1988) nao evidenciaram decréscimo da solubilidade das
proteinas miofibrilares em Theragra chalcograma, estocada a -29° C por 267 dias,

e constataram que isto se deve a baixa temperatura de estocagem empregada.

A ocorréncia da oxidagdo lipidica em musculos tem influéncia no
comportamento funcional de suas proteinas, uma vez que radicais livres
modificam as estruturas moleculares proteicas, levando a alteragdes na sua
funcionalidade. O decréscimo nos niveis de solubilidade tem sido observado
guando as proteinas miofibrilares s&o expostas a lipideos oxidados, durante a
estocagem sob congelamento (KING et al. , 1962; AWAD et al.,, 1969; TAKAMA,
1974; BORDERIAS et al., 1982; CARECHE & TEJADA, 1990; POLLONIO, 1994).

KING et al. (1962) constataram rapido decréscimo da solubilidade protéica,
apos a adicdo de baixas concentracdes de acidos graxos (linoléico e linolénico)

oxidados a actomiosina extraida de bacalhau.

AWAD et al. (1969) observaram em estudo com pescado de agua doce, da
espécie Coregonus Clupeiformis, que a solubilidade das proteinas miofibrilares
diminuiu apds estocagem do pescado a -10° C por 16 semanas, sugerindo que
produtos da oxidagdo lipidica podem ter contribuido a insolubilizagéo protéica.

SIKORSKI et al. (1976) concluem que lipideos oxidados em complexos
lipoprotéicos, induzem a polimerizagéo e a agregacéo das proteinas, tendo como

consequéncia o decréscimo da solubilidade.

BORDERIAS et al. (1982) verificaram que a solubilidade protéica, em filés
de pescado da espécie Salmo irideus, ndo apresentou variagao significativa
durante 165 dias de estocagem a -20° C. Os autores concluiram que o pequeno

decréscimo da solubilidade, justificou-se pelo fato do numero de TBA ndo ter
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mostrado consideravel aumento ao longo do periodo de armazenamento desta

espécie de pescado.

CARECHE & TEJADA (1990) analisaram o efeito da adigdo de lipideos
oxidados na funcionalidade protéica de Lepidorhombus whiffiagonis (W.) e Sardina
pilchardus (R.) durante a estocagem a temperatura de -18°C por até 365 dias, e
observaram a diminuigdo da solubilidade protéica ao longo do periodo de

armazenamento.

Intensa reducdo da solubilidade simultaneamente com a elevacdo dos
valores de TBA em carne de frango mecanicamente desossada, estocada por 180
dias a -20° C, foi verificada por POLLONIO (1994), indicando que lipideos
oxidados podem ter contribuido para a redugdo da solubilidade protéica. O autor
relatou ainda que valores de solubilidade e atividade Ca-ATPasica

correlacionaram-se positivamente durante o periodo de estocagem.

O estudo de PASTORIZA et al. (1994) com Raja clavata (L.), triturada,
congelada e estocada a temperatura de -18°C mostrou decréscimo no que se
refere a extracdo das proteinas miofibrilares. Redugdo mais expressiva da
solubilidade foi observada apés 1 ano de estocagem a -18°C. Os autores tentaram
explicar o decréscimo na extragdo protéica através de observagdes feitas por
REDDY & SRIKAR (1991), que acreditam que o decréscimo se deve & presenca
de agregados resultantes da formagdo progressiva de ligacdes intermoleculares,
tais como: pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas, interacdes hidrofébicas e pontes
dissulfidicas, formadas como consequéncia do congelamento e da estocagem do
produto congelado, porém, de acordo com SRIKAR et al. (1989), verificaram que a
oxidacgao lipidica pode ser responsavel pelo decréscimo da extracdo das proteinas

miofibrilares.
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Decréscimo da solubilidade das proteinas miofibrilares em sardinha
(Sardinella longiceps) mantida a -20° C por 150 dias, foi atribuido a
hidrofobicidade protéica, como consequéncia do aumento de acidos graxos livres
e indice de perdxidos, levando a agregacéo protéica (VERMA et al., 1995).

Este estudo teve como objetivo verificar a influéncia da oxidacédo de lipideos

na solubilidade das proteinas miofibrilares extraidas de musculo de pacu
armazenado a -20° C por 180 dias.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Os filés de pacu foram obtidos conforme procedimento especificado no
estudo 1.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Determinagao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (numero
de TBA)

A analise do n° de TBA foi realizada de acordo com o método proposto por
TARLADGIS et al. (1960), conforme descrito no estudo 2.
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2.2.2 Extracao das proteinas miofibrilares

Foi realizada segundo o método de XIONG & BREKKE (1989) modificado,

como descrito anteriormente no estudo 1.

A fragado miofibrilar foi dosada pelo método semi- micro Kjeldhal (AOAC,
1984), utilizada dentro de um prazo maximo de 24-48 horas, e mantida sob
resfriamento (2-4° C).

2.2.3 Determinagao da solubilidade protéica

Foi empregado o método de XIONG & BREKKE (1989), com algumas
modificagoes.

Foi preparada uma dispersdo de proteinas miofibrilares contendo 5 mg/ mL
de proteina em solugdo- tampédo fosfato 0,05M, 0,6M NaCl, pH 6,0. Esta foi
mantida sob agitagdo (agitador magnético) em banho de gelo por 30 minutos,
evitando a formag&o de espuma. Foi coletada aliquota de 10 mL desta disperséo
protéica em tubos de centrifuga (em triplicata), em seguida a dispersdo foi
centrifugada a 5.000 rpm durante 15 minutos em centrifuga refrigerada (2-4°C). O
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro, seu volume medido e a concentracéo
de nitrogénio total no filtrado foi determinada pelo método de Kjeldahl. A

percentagem de solubilidade foi calculada pela férmula:

% Solubilidade = Concentracdo de proteina no sobrenadante X 100

Concentrag&o de proteina nos 10 mL originais
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2.2.4 Determinacgao da atividade de Ca-ATPasica

A atividade de ATPase das proteinas miofibrilares foi determinada de
acordo com ARAI (1974), conforme descrito no estudo 2.

2.2.5 Anélise estatistica

Foi realizada através de analise de variancia e teste de Tukey usando o

programa SAS (Statistical Analysis System).

3 RESULTADOS

Solubilidade (%)

0 30 60 920 120 150 180
Tempo (dias)

Figura 1. Avaliagdo da solubilidade das proteinas miofibrilares
extraidas de musculo de pacu armazenado sob congelamento
(-20° C)
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Tabela 1. Avaliacdo da solubilidade das proteinas miofibrilares
extraidas de musculo de pacu armazenado sob congelamento

Tempo (dias) Solubilidade (%)

0 81,38+2,12 a
30 74,53+2 61 b
60 64,07+2,48 c
90 62,67+2,50 cd
120 56,98+2,18 de
150 55,41+2 47 e
180 52,59+361 e

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

012+

0,1-
0,08-
0,06-
0,04-

0,02-

Atividade Ca-ATPasica ( umol/min/mg )

0 3 e 9 120 150 180

Tempo (dias)
Figura 2. Avaliacdo da atividade Ca-ATPasica das proteinas
miofibrilares extraidas de musculo de pacu armazenado sob
congelamento (- 20° C)
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Numero de TBA (mg
malonaldeido/kg de amostra)

1,6
1,41
1,2+

0,8-
0,6+
0,4
0,2

30 60 90 120 150 180
Tempo (dias)

Figura 3. Avaliagdo da oxidagéo lipidica em musculo de pacu
armazenado sob congelamento (-20° C)

Tabela 2. Avaliacdo da oxidacéo de lipideos em musculo de pacu
armazenado sob congelamento

Tempo (dias) iBa g r-:::z::l::)e ok de

0 0,29+0,01 a

30 0,52+0,02 b

60 0,73+0,04 c

90 0,97+0,02 d
120 1,170,009 e
150 1.331+0.06 f
180 1,45+0,09 f

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 3. Coeficientes de correlagdo (r) entre a solubilidade das
proteinas miofibrilares, oxidagéo lipidica (TBA) e atividade Ca-
ATPasica de musculo de pacu armazenado a -20° C por 180 dias

TBA Atividade Ca-ATPasica
Solubilidade -0,97 +0,93

4 DISCUSSAOQ

Tem sido relatado na literatura que o armazenamento sob congelamento
pode levar ao decréscimo/perda da solubilidade das proteinas musculares, pela
desnaturagdo das proteinas (KINSELLA, 1976; JIMENEZ-COLMENERO &
BORDERIAS, 1983; DIAS et al., 1994). A Figura 1 mostra o decréscimo da
solubilidade das proteinas miofibrilares, ao longo do periodo de estocagem. Os
dados expostos na Tabela 7 indicam decréscimo dos valores da solubilidade
protéica de aproximadamente 350% em relacdo ao valor inicial. Variacdo
significativa (P<0,05) foi observada até o 120° dia sob congelamento.
Concomitantemente ao decréscimo da solubilidade verificou-se a reducdo dos
valores da atividade ATPasica das proteinas musculares, conforme mostrado na
Figura 2 estabelecendo-se alta correlagdo positiva (Tabela 3) entre eles, indicando
que a desnaturagdo protéica contribuiu para o decréscimo da solubilidade.
Entretanto, a desnaturagéo protéica apresentou correlagéo significativa (Tabela 3)
com a oxidagéo de lipideos, o que indica o envolvimento de lipideos oxidados no

processo de desnaturacao protéica.

Pelos resultados apresentados (Figura 3 e Tabela 2) verificou-se aumento
dos valores de TBA, durante a estocagem sob congelamento. A reducdo da
solubilidade foi simultanea a elevacgédo dos valores de TBA, correlacionando-se
fortemente ao longo do periodo de estocagem sob congelamento (Tabela 3). Pelo

presente estudo permite-se entdo concluir que o decréscimo da solubilidade se
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deve a agdo de lipideos oxidados sobre as proteinas, através da formacéo de
complexos insoluveis, o que estd de acordo com os resultados apresentados por
KING et al. (1962); AWAD et al. (1969); SRIKAR ef al. (1989); CARECHE &
TEJADA (1990); POLLONIO (1994); VERMA et al. (1995).

5 CONCLUSOES

- O processo da oxidacao de lipideos produz efeito prejudicial sobre as
proteinas miofibrilares, estabelecendo forte correlagdo com a desnaturacao das
proteinas, resultando em diminuicdo da solubilidade protéica ao longo da

estocagem sob congelamento.
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6 ESTUDO 4- AVALIACAO DO EFEITO DA OXIDAGAO LIPIDICA SOBRE A
DUREZA E UMIDADE ESPREMIVEL DE GEIS OBTIDOS DE PROTEINAS
MIOFIBRILARES EXTRAIDAS DE MUSCULO DE PACU (Colossoma mitrei)
ARMAZENADO SOB CONGELAMENTO

1INTRODUCAO

A capacidade de gelatinizacdo constitui-se em importante propriedade
funcional, definida por GLICKSMAN (1982) como uma associagédo ou ligacao
cruzada de cadeias de polimeros, dispersas ao acaso em solucao, para formar
uma rede tridimensional continua, que imobiliza liquido nas estruturas intersticiais

e resistem ao fluxo e presséo.

FERRY (1948) relatou que géis protéicos desnaturados podem ser
formados somente quando é alcangado o balanco critico entre for¢as atrativas e
repulsivas. Segundo o autor, o processo de gelatinizagéo é constituido por dois
estagios: o primeiro envolvendo a desnaturagdo inicial da proteina nativa
(aquecimento) em polipeptideos abertos, que gradualmente num segundo estagio,
associam-se a fim de formar a matriz do gel, se forcas atrativas e condigbes
termodinamicas s&o adequadas. Devido as altas temperaturas de desnaturacao
empregadas, o primeiro estdgio do processo de gelatinizacdo parece mais
acelerado que o segundo, que ocorre de forma mais lenta, a fim de permitir que as
proteinas desnaturadas se orientem e interajam em pontos especificos, para entdo
formar a malha, rede tridimensional. Quando a agregacdo ocorre muito
rapidamente, ha a obtengdo de um coagulo caracterizado por alta opacidade,
baixa elasticidade e consideravel sinerese.

De acordo com LEE & LANIER (1995) géis protéicos consistem de uma

malha tridimensional de proteinas miofibrilares, interligada por pontes de
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hidrogénio, interagbes idnicas, hidrofébicas e ligagdes covalentes. Alteracdes nas
pontes de hidrogénio, ligagbes idnicas, interacdes dissulfidicas e hidrofébicas
ocorrem durante a transicdo para o estado desnaturado (ZIEGLER & ACTON,
1984).

A formagdo de gel com textura desejavel é dependente ndo somente da
composi¢ao de aminoacidos, peso molecular, hidrofobicidade, concentracéo, taxas
de aquecimento e resfriamento, pH, e estado post-mortem do musculo, mas
também do método de pesca, estagdo do ano, espécie de pescado e tipo de
musculo envolvido (MORRISEY ef al., 1982; CHAN et al., 1992).

A menor concentrac@o de proteina necessaria para a formagdo de um gel
pode ser usada como medida da capacidade gelatinizante das proteinas
miofibrilares, tendo no pH, forca idbnica e condi¢cdes de aquecimento usados na
obtenc&o do gel, os fatores que mais influenciam as caracteristicas de textura do
mesmo (GRABOWSKA & SIKORSKI, 1976; LANIER, 1986).

Segundo SAMEJIMA et al. (1982) e SMITH (1988) as propriedades de
gelatinizacdo da miosina, em sistemas modelo, sao melhoradas na presenca de
actina entretanto, a tropomiosina e troponina néo possuem influéncia na forca de
géis protéicos.

Cadeias pesadas intactas da miosina s&o importantes na obtencao de géis
protéicos de maxima for¢ca, uma vez que as cadeias leves dissociam-se e sdo
solubilizadas durante o aguecimento. Subfragmentos da miosina produzem géis

mais fracos do que as cadeias pesadas da miosina (SMITH, 1988).

Segundo SUZUKI (1981) e LANIER (1986) as proteinas sarcoplasmaticas
interferem na propriedade de gelatinizacdo, fazendo necessaria a sua remocéo

quando se realiza a extragcdo de proteinas para esta finalidade. Estas proteinas
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causam a interrupgdo das ligagdes cruzadas continuas das proteinas miofibrilares

e introduzem atividade proteolitica & mistura.

De acordo com PARK et al. (1990) o estado post-mortem em pescado,
especialmente o rigor mortis, afeta desfavoravelmente a formagdo de géis de
proteinas miofibrilares, sugerindo que a queda significativa do pH, promove a
desnaturacéo protéica. Os autores atribuiram ao estado de pre-rigor mortis em
tilapia, a maior extragdo protéica e obtencdo de géis com melhor textura.

Relatos da literatura indicam que valores de pH na faixa de 6,0-6,5
propiciam melhor textura de géis protéicos obtidos a partir de peixes (BEAS et al.,
1988; CARECHE ef al,, 1991; LAN et al., 1995; COFRADES et al., 1997).

As condicdes de resfriamento requeridas para permitir a gelatinizago,
também afetam as caracteristicas fisicas dos géis. Apds o resfriamento, os
polipeptideos enovelados, enrolados, associam-se para formar a malha. As
ligacGes cruzadas formadas envolvem muitas pontes de hidrogénio, atracdes
ionicas, pontes dissulfidicas e associagdes hidrofébicas (FERRY, 1948).

As proteinas miofibrilares de animais de sangue frio, a exemplo do
pescado, s&o menos estaveis quando submetidas a tratamento térmico (CONNEL,
1961), especialmente na presenca de 0,5-0,6M de NaCl. Neste caso especifico,
para que se obtenham géis mais estaveis e resistentes sao utilizadas duas faixas
de temperatura, que consistem de um aquecimento inicial (setting) a 40° C por 30-
60 minutos, seguido de outro geralmente, a 90° C por 30 minutos (LANIER, 1986;
ROUSSEL & CHEFTEL, 1988).

A temperatura empregada na pré-incubagdo depende da espécie de
pescado envolvida, ou seja, peixes com menor temperatura corporal requerem

116



diminuigao da taxa e temperatura empregadas durante o sefting (RODGERS et al.,
1987).

O fendbmeno conhecido como sefting € definido como o estado em que as
propriedades reoldgicas do pescado sob temperatura constante (40°C), mudam do
estado sol para gel. A utilizacdo da pré incubacdo (0-40° C) resulta em géis
protéicos macios, translucidos e coesos e 0 subsequente aquecimento a 60-90° C,
provoca aumento da opacidade e da forga do gel e maior capacidade de retencéo
da agua (LEE & LANIER, 1995).

CHENG et al. (1979a) e XIONG & BREKKE (1989) verificaram que ocorre a
degradacgao da miosina em algumas espécies de pescado, quando aquecidas em
temperatura na faixa de 60-70° C, resultando em géis mais frageis devido a agao
de enzimas proteoliticas, oriundas da contaminag&o por conteudo intestinal ou

residuos de 6rgaos, durante a etapa de evisceragao do pescado.

Varios relatos na literatura indicam decréscimo da dureza de géis protéicos
em funcdo da temperatura e tempo de estocagem (CHENG et al., 1979b; SMITH,
1987; SCOTT et al., 1988; SYCH ef al., 1991, MACDONALD et al., 1992).

SMITH (1987) relatou em estudo com proteinas miofibrilares extraidas de
musculo de peru, que a dureza e a coesividade dos géis protéicos diminuiram
durante a estocagem sob congelamento, constatando que mesmo o uso de
antioxidantes ndo preveniu modificagdes significativas deste parametro. As
modificacdes na estrutura dos géis apresentou forte correlagdo com alteracdes da
solubilidade e atividade ATPasica durante o congelamento, sugerindo processo de
desnaturacdo comprometendo a integridade da matriz dos géis, o que esta de
acordo com observagdes de KINSELLA (1976) de que a desnaturacdo geralmente

tem carater indesejavel , uma vez que resulta em propriedades fisico-quimicas
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alteradas, particularmente, em diminuicdo/perda da solubilidade e demais
propriedades funcionais do material.

SCOTT et al. (1988) observaram que géis confeccionados a partir de
proteinas miofibrilares de diferentes espécies de pescado, estocados por periodos
longos a -29° C, tenderam a ser menos resistentes e menos elasticos, cuja forca

decrescia com o tempo de estocagem.

MACDONALD et al. (1992) também verificaram em seu estudo com
Macruronus novaezelandiae declinio da resisténcia do gel, quando estocado a
mesma temperatura (-29° C) constatando ser este decorrente da queda do pH e
aumento da concentragdo de formaldeido, que interage com as proteinas
formando ligagdes cruzadas intra e intermoleculares levando 3 perda das
propriedades funcionais. A queda do pH de acordo com os autores deve-se
provavelmente a formacédo de acidos graxos livres, hidrolise enzimatica de acidos
neutros e fosfolipideos.

Em desacordo com os autores supramencionados, CHENG ef al. (1979b) e
SYCH et al. (1991) relataram aumento da dureza em géis protéicos obtidos de
bacalhau (Gadus morhua), em fungéo da temperatura de estocagem e verificaram
alto nivel de correlacéo positiva entre a dureza do gel e a umidade espremivel,
sugerindo que o aumento da dureza esta relacionado a perda da capacidade de

retencao de agua das proteinas miofibrilares.

Uma das formas de se medir a capacidade de retencdo de agua de um
material € através da avaliacdo da umidade espremivel, definida por JAUREGUI et
al. (1981) como a quantidade de liquido liberado de um sistema protéico, pela
aplicacao de forga centrifuga, dependendo a quantidade de agua livre do tipo e
intensidade da forga aplicada.
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Relatos de HENINGAR et al. (1989) mostram que menores valores de
umidade espremivel foram obtidos quando os géis protéicos foram elaborados a
partir de musculo de pescado em estado de pre-rigor, quando comparado ao
estado de post-rigor mortis.

A ocorréncia da oxidacdo lipidica em musculos tem influéncia no
comportamento funcional das proteinas miofibrilares. Alteracdes na capacidade de
gelatinizagdo decorrente da autoxidagdo, durante o armazenamento sob
congelamento de pescado, tém sido relatadas na literatura, resultando em
prejuizos a integridade da matriz do gel, com consequente comprometimento da
capacidade de gelatinizacdo das proteinas miofibrilares (DECKER et al., 1993;
XIONG et al., 1993, POLLONIO, 1994).

DECKER et al. (1993) e XIONG et al. (1993) observaram que géis
adicionados de antioxidante tiveram maiores valores de for¢a (dureza) do que os
sem antioxidante, indicando que uma melhor resposta da capacidade de
gelatinizacdo das proteinas miofibrilares € dependente da inibicao da oxidacdo de
lipideos.

Intensa reducgao da firmeza e coesédo de géis protéicos obtidos de proteinas
miofibrilares, extraidas de carne mecanicamente desossada estocada a -18° C, foi
observado por POLLONIO (1994). Segundo o autor, a desnaturacao protéica e a
interacéo com lipideos oxidados resultaram na perda da dureza e estabilidade dos

geéis.
Este trabalho objetivou o estabelecimento da influencia da oxidag&o lipidica

na forca de géis formados e umidade espremivel, ao longo da estocagem sob

congelamento de musculo de pacu a -20° C por 180 dias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Os filés de pacu foram obtidos conforme procedimento especificado no

estudo 1.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Determinagao das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (indice
de TBA)

A analise do n° de TBA foi realizada de acordo com o método proposto por
TARLADGIS et al. (1960), conforme descrito no estudo 2.

2.2.2 Extracao das proteinas miofibrilares

Foi realizada segundo o método de XIONG & BREKKE (1989) modificado,

como descrito anteriormente no estudo 1.
A fragdo miofibrilar foi dosada pelo método semi-micro Kjeldhal (AOAC,

1984), utilizada dentro de um prazo maximo de 24-48 horas, e mantida sob

resfriamento (2-4° C).
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2.2.3 Formagao de géis protéicos

Os géis foram preparados de acordo com XIONG & BREKKE (1989), com
algumas modificagoes.

Foi preparada uma dispersédo de proteinas miofibrilares contendo 50 mg
proteina/mL em solugdo- tampé&o fosfato de sddio 0,05 M, pH 6,0 contendo 0,6 M
de NaCl, para a dissolugdo da proteina miofibrilar. A disperséo foi submetida a
agitacdo durante 3 minutos, em banho de gelo. O conteudo foi colocado em
béqueres (triplicata), fechados com filme plastico. Os frascos foram colocados em
banho-maria a 40°C por 40 minutos, a seguir em outro banho a 90°C por 30
minutos e entdo resfriados bruscamente em banho com gelo durante 20 minutos.

Os géis foram mantidos em refrigerador doméstico (+4° C) por 18 horas.

Os géis foram retirados do refrigerador e mantidos durante 1 hora em
temperatura ambiente. Os géis foram mantidos nos frascos e a dureza analisada
em texturdmetro TA-XT2, que teve forga de compresséo programada para 50%.

2.2.4 Determinacao da umidade espremivel

Foi realizada segundo a metodologia proposta por JAUREGUI et a/. (1981).
Os géis foram retirados do refrigerador e mantidos em temperatura ambiente por 1
hora. Foi pesado 1,0 g do gel protéico em papel de filtro watman numero 2, e o
conjunto colocado em tubos de centrifuga. A seguir procedeu-se a centrifugacao a
3.000 rpm por 10 minutos (centrifuga a 2-4°C). Apés a centrifugacéo o gel foi

retirado e o percentual de umidade espremivel estabelecido pela seguinte formula:

% umidade espremivel =Peso papel Umido — peso do papel seco X 100

Peso da amostra(g)
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2.2.5 Anélise estatistica

Foi realizada através de andlise de variéncia e teste de Tukey usando o
programa SAS (Statistical Analysis System).

3 RESULTADOS

Figura 1. Gel protéico a 5%
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Figura 2. Avaliagdo da dureza de géis obtidos de proteinas
miofibrilares extraidas de musculo de pacu mantido sob
congelamento (-20°C)

Tabela 1. Avaliagdo da dureza de geis de proteinas
miofibrilares extraidas de musculo de pacu armazenado sob
congelamento

Tempo (dias) Dureza (g)

0 1173,74+74,10 a
30 837,26467,74 b
60 758,25+61,89 b
90 681,14+51,66 b
120 51721412312 ¢
150 471,06+44,54 c
180 442 21+44 91 c

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
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Figura 3. Avaliagéo da oxidagao lipidica em masculo de pacu
armazenado sob congelamento (-20° C)

Tabela 2. Avaliagdo da oxidacéo de lipideos em musculo de pacu
armazenado sob congelamento

Tempo (dias) TBA (mg malonaldeido/kg de
amostra)

0 0,29+0,01 a

30 0,52+0,02 b

60 0,73+0,04 c

90 0,97+0,02 d
120 1,17+0,09 e
150 1,33+0,06 f
180 1,45+0,09 f

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Umidade espremivel (%)

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo (r) entre a dureza de géis

protéicos, oxidagdo lipidica e propriedades funcionais em
musculo de pacu armazenado a -20° C por 180 dias

Atividade Ca-| Umidade
Solubilidade TBA
ATPasica |espremivel
Dureza +0,96 +0,92 -0,95 -0,93
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Figura 4. Avaliagdo da umidade espremivel de geis obtidos de

proteinas miofibrilares de musculo de pacu armazenado sob
congelamento (-20° C)
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Tabela 4 Avaliacdo da umidade espremivel de géis obtidos de
proteinas miofibrilares de musculo de pacu armazenado a —20° C

Tempo (dias) Umidade espremivel (%)

0 57,81+0,90 a

30 63,64+1,79b

60 65,1742,72 bc

30 67,93+1,10 bed

120 70,01+£1,92 cd

150 70,10£1,92 cd

180 71,98+1,85d

Médias seguidas de mesma letra no diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

4 DISCUSSAO

A menor concentragéo de proteina necessaria para a formagéo do gel foi de
3%. No presente estudo, para obtengo de géis mais resistentes foi utilizado pH
na faixa de 6,0, conforme relatos de BEAS et al. (1988), CARECHE et al. {(1991),
LAN et al. (1995) e COFRADES et al. (1997).

A Figura 1 mostra o gel protéico na concentragdo de 5%, elaborado a partir
de duas faixas de temperatura (40° C e 90° C). Foi observado que a utilizacdo da
temperatura de 40° C que caracteriza o setting, constitui-se em uma importante
etapa na formag&o do gel, uma vez que possibilita a formacdo de uma malha
protéica mais ordenada e forte (LEE & LANIER, 1995). A utilizacdo de
temperatura de 70° C conforme empregada no estudo de XIONG & BREKKE
(1989), possibilitou a formacdo de géis mais frageis, o que pode ser explicado

pela provavel ac&o de proteases alcalinas sobre as proteinas miofibrilares.
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Os dados expostos na Figura 2 e Tabela 1 indicam decréscimo na forga dos
géis protéicos ao longo do armazenamento sob congelamento de acordo com
relatos de CHENG et al. (1979b), SMITH (1987), SCOTT et al. (1988), decorrente
da desnaturagdo das proteinas miofibrilares, comprometendo a integridade da

rede protéica, resultando em géis mais frageis.

Conforme mostrado na Figura 3 e Tabela 2 os niveis de TBA aumentaram
significativamente (P<0,05), indicando a ocorréncia de processo de autoxidagao
de lipideos, durante a estocagem sob congelamento. Estes resultados mostraram
correlacdo com a diminuigdo da forga dos géis (Tabela 3), indicando que lipideos
oxidados através da formagao de complexos lipoprotéicos, podem ter contribuido
para a redugdo da dureza dos géis, conforme mencionado por XIONG et al. (1993)
e POLLONIO (1994).

A modificagc&o na estrutura dos geis ao longo do processo de congelamento
apresentou forte correlagdo com modificagdes da solubilidade, atividade ATPasica
e umidade espremivel, conforme verificado na Tabela 3, confirmando resultados
obtidos por KINSELLA (1976) e SMITH (1987).

Pelo decréscimo observado nos valores da umidade espremivel (Figura 4 e
Tabela 4 ), permite-se deduzir que estes ndo apresentaram intensa variagao entre
si ao longo de todo o periodo de estocagem, que de acodo com HENINGAR et al.
(1989), pode ser explicada pela obtengédo dos géis protéicos a partir de musculo
de pacu em estado de pre-rigor mortis, o que propicia melhor propriedade de
capacidade de retencdo de agua pelas proteinas miofibrilares. Pelos dados
obtidos foi possivel estabelecer correlacdo negativa entre a umidade espremivel e
a textura dos géis (Tabela 3), em desacordo com observacdes de CHENG ef al.
(1979b) e SYCH et al. (1991).
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5 CONCLUSOES

- Foi requerida a concentragdo minima de 3% de proteina para a formacéo

dos géis protéicos.

- A utilizacdo da temperatura de pré-incubacéo a 40° C propicia a formacéao

de géis mais firmes.

- A alta correlacdo verificada entre o decréscimo da dureza de géis
protéicos e o aumento da oxidacdo de lipideos durante a estocagem sob
congelamento de musculo de pacu, indica que lipideos oxidados podem ter

contribuido & desnaturag&o das proteinas miofibrilares.
- As proteinas miofibrilares extraidas de musculo em estado de pre-rigor

mortis permitem a formagdo de géis com menores percentuais de umidade

espremivel, ao longo da estocagem sob congelamento.
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7 ESTUDO 5- AVALIAGAO DO EFEITO DA OXIDAGAO LIPIDICA NAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS, FiSICAS E SENSORIAIS DE HAMBURGUER
DE PACU (Colossoma mitrei) ARMAZENADO SOB CONGELAMENTO

1INTRODUCAO

O congelamento € um dos melhores métodos de preservacio empregados

em produtos de origem animal, sendo utilizado para aumentar o tempo de vida util

destes. Entretanto, mesmo apds estocagem em temperaturas em torno de -20°C,
ocorrem modificagbes indesejaveis, ficando a vida de prateleira limitada por
alteragbes nas fragdes lipidica e protéica, denominadas, respectivamente de
oxidacao lipidica e desnaturagdo protéica, ambas levando a alteracbes nas
propriedades funcionais das proteinas miofibrilares, especialmente da miosina e
actina (SIKORSKI et al., 1976).

O pescado, de acordo com STANSBY (1962), baseado no teor de gordura e
proteinas, pode ser classificado segundo categorias distintas (A, B, C, D, E),
sendo enquadrado na categoria A o pescado que apresenta baixo teor de gordura
(menor do que 5%) e alto teor protéico (entre 15 a 20%).

Os lipideos de pescado sdo conhecidos por sua susceptibilidade a rancidez
oxidativa, particularmente durante a estocagem sob congelamento, devido & alta
proporcao de acidos graxos insaturados, contendo geralmente 4, 5 ou 6 ligacbes
duplas (SHENOUDA, 1980).

Relatos de MACHADO (1989) e MAIA et al. (1995) indicam que filés de

pacu apresentam 33,55% de &cidos graxos saturados e 63,86% de &acidos

insaturados.
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As reacbes de oxidacdo sdo afetadas pelo oxigénio, calor, metais,
pigmentos e grau de insaturagdo de acidos graxos (KHAYAT & SCHWALL, 1983;
ERIKSSON, 1987). Entretanto, durante o processamento outros fatores estdo
envolvidos neste processo, como a composicdo e estado de frescor dos
componentes carneos, cozimento ou aquecimento, trituracdo, desossa mecanica e
a adicdo de compostos endogenos como sal, levando ao decréscimo da
funcionalidade protéica (GRAY & PEARSON, 1987; KANNER, 1994).

DENG et al. (1977) constataram que o inicio rapido da oxidac&o lipidica em
Mugil cephalus, deve-se ao pigmento heme presente na linha lateral dos filés, que

age como catalisador da oxidac@o de acidos graxos insaturados.

A oxidagado de lipideos constitui-se num dos principais causadores de
deterioracéo da qualidade em musculos. Lipideos oxidados ligam-se a proteinas,
formando complexos lipoprotéicos insoluveis, levando a alteracdo de “flavor”,
modificagdo de cor (escurecimento), destruicdo de nutrientes, modificagdo na
textura (maior resisténcia) e formacdo de compostos toxicos, além de influenciar
negativamente a funcionalidade das proteinas (HSIEH & KINSELLA, 1989,
XIONG, 1995).

As medidas objetivas de textura s@o importantes para estudar as
modificagdes das propriedades reoldgicas dos tecidos durante a estocagem sob
congelamento. Instrumentos tém sido designados para simular sensagdes como
mastigacdo, dureza, coesividade, elasticidade, gomosidade, etc. As modificagdes
texturiais em tecidos durante o congelamento podem ser entdo quantitativamente
monitoradas com maior exatiddo (SHENOUDA, 1980).

O perfil da textura pode ser medido atraves de testes de compressdo e/ou
penetracdo, e o texturdbmetro TA-XT2, baseando-se em analises de curvas
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forca/tempo e forga/distancia, permite a andlise dos parametros mecanicos do
produto (BOURNE, 1978).

O pescado pode tornar-se progressivamente mais rigido e fibroso durante a
estocagem sob congelamento, originando atributos sensoriais descritos como
esponjosidade, elasticidade, textura de borracha, perda de suculéncia e prejuizos
a capacidade de retencdo de &gua. Alguns tecndlogos reconhecem que a
desnaturacéo e a agregagéo de proteinas em pescado, particularmente aquelas
das fragbes miofibrilares, estdo normalmente associadas com alteracbes na
textura do pescado congelado (DYER, 1951; SHENOUDA, 1980: ACTON et al.,
1983; HAARD, 1992).

Durante a estocagem sob congelamento, as proteinas musculares sofrem
desnaturagdo devido a causas variadas, entre elas o prejuizo causada pela
formacéo e agregacéo de cristais, desidratag&o, aumento da concentracéo salina
e modificagées no pH. A desnaturacéo leva a ligagbes cruzadas nas proteinas
musculares, particularmente da actomiosina, e formacdo de uma malha
tridimensional, que resulta em textura mais rigida (LEBLANC et al.,, 1988). Estas
modificacdes protéicas, em sistemas modelo, podem ser retardadas por lipideos
neutros e aceleradas por acidos graxos livres, que reagem com as proteinas
miofibrilares produzindo uma malha de ligagbes cruzadas, que aumenta a
resisténcia das fibras musculares & fragmentacao (SIKORSKI et al., 1976).

A capacidade de retengéo de dgua pelas proteinas miofibrilares, constitui-
se em uma importante propriedade funcional, porque desta dependem os atributos
de textura, suculéncia e maciez de seus produtos, sendo definida por HAMM
(1960) como sendo a capacidade da carne reter sua propria agua, ou a agua
adicionada durante a aplicagdo de forcas externas, tais como: presséo,

aquecimento, trituragdo, centrifugacdo e outras. E altamente influenciada pela
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extracao das proteinas, tratamento mecanico, temperatura, ambiente idnico e pH
(ACTON et al., 1983).

Um fator importante na textura é o estado post-mortem. HAMM (1981)
verificou que o processamento de came em estado de pre-rigor resulta em
produtos de excelente qualidade, decorrente da alta capacidade de retengéo de
agua deste material, devido a presenca do ATP. Segundo o autor, a capacidade de
retencao da agua pode ser mantida por muitos meses, através do congelamento
rapido de produtos reestruturados, obtidos a partir de musculo em pre-rigor.
Entretanto, KRAMER & PETERS (1981) em estudo com filés de pescado da
espécie Sebastes flavidus, observaram maiores valores de dureza quando
utilizado peixe no estado de pre-rigor, comparado ao estado de rigor e post-rigor
mortis. Os autores deduziram que a maior dureza estava relacionada a contragao
das fibras musculares, durante o rigor do descongelamento.

A deterioracdo da cor em produtos & base de pescado constitui-se em
modificacdo indesejavel, uma vez que geralmente representa o primeiro parametro
através do qual o consumidor julga a qualidade da came. Segundo KHAYAT &
SCHWALL (1983) e ERIKSSON (1987) a alteracdo da cor pode ocorrer em
pescado armazenado a temperatura de congelamento, devido ao seu alto teor de
acido graxos insaturados, produzindo hidroperoxidos e produtos secundarios, que
reagem com as proteinas, pigmentos, enzimas e vitaminas, levando a

descoloragé@o muscular, caracterizada pelo escurecimento da cor original.

A descoloragdo da carne, comumente chamada de queima pelo frio, &
ocasionada pela dessecagéo superficial que, além de interferir na cor, prejudica
também a aparéncia comercial. A dessecagdo traz, em consequéncia, a
concentracdo de sais na superficie determinando a oxidacao do pigmento do
musculo e transformando-o em metamioglobina de cor marrom. Este processo &

acelerado pela flutuacéo da temperatura de estocagem , visto que esta favorece a
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sublimacdo do gelo no tecido. As superficies expostas absorvem o oxigénio
rapidamente, com concomitante oxidagéo de &cidos graxos insaturados (OGAWA
& MAIA, 1999).

JAUREGUI & BAKER (1980) verificaram modificacdo da cor em musculo
cominuido durante o periodo de estocagem sob congelamento e deduziram ser
isto resultado da incorporagdo de pigmentos da pele ao musculo durante o
processo de trituragdo.

SHENOUDA (1980) define a ocorréncia do ‘browning” na superficie de
algumas espécies de pescado, como consequéncia da reacdo entre aminas
(metabolismo bacteriano) e compostos carbonil (oxidag&o lipidica).

HSIEH & KINSELLA (1989) relatam que hidroperoxidos interagem com
pigmentos e outras macromoléculas, causando a descoloragdo, ou seja, a

modificacéo da cor original do musculo de pescado.

COHEN et al. (1977), HUFFMAN ef al. (1981) e GHADI & NINJOOR (1988)
postularam que o uso de cloreto de sddio (NaCl) melhora a textura de produtos
reestruturados pela diminuicdo das perdas pelo cozimento, além de influir
positivamente na coloragdo dos mesmos. Entretanto, relatos de KOETZ (1977),
RAHARJO et al. (1989) e KANNER et al. (1991) mostraram o efeito do NaCl como
prooxidante, acelerando os niveis da oxidag&o lipidica em produtos reestruturados
armazenados sob congelamento.

Relatos na literatura tém mostrado que embora os niveis da oxidacao
lipidica tenham aumentado durante o congelamento, o “flavor’ rancoso néo é
facilmente perceptivel com o decorrer da estocagem (MILLER et al, 1980:
HUFFMAN et al., 1981; MAIA et al., 1982; BORDERIAS et al., 1982: VARELTZIS
et al., 1988).
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Modificagbes na textura apds o congelamento de pescado, podem ser
observadas em estudos de varios pesquisadores (AWAD ef al. , 1969; SIKORSKI
et al., 1976; NAKAYAMA & YAMAMOTO, 1977; MILLER et al., 1980; REDDY &
SRIKAR, 1991). Entretanto, pesquisas com peixes tropicais conduzidas por MAIA
et al. (1982) e VARELTZIS et al. (1988) n&o evidenciaram modificacdes na textura
ao longo da estocagem sob congelamento.

De acordo com POULTER et al. (1981) espécies tropicais de pescado
parecem ser menos vulneraveis a deterioracdo da textura do que espécies de
clima temperado. Os autores observaram que a miosina de peixes de aguas frias
€& mais susceptivel a formacdo de ligagdes cruzadas que a de pescado de

espécies tropicais.

AWAD et al. (1969) observaram aumento da textura, através de avaliagéo
organoléptica de filés de pescado da espécie Coregonus clupeiformis, apés 16
semanas de estocagem a -10° C. Iniciaimente a textura foi caracterizada como
macia, poréem apos 16 semanas sob congelamento, os provadores detectaram
dureza muito acentuada nos filés. Os autores correlacionaram a diminuigdo da
solubilidade com o aumento da dureza, sendo esta correlagdo especialmente

observada entre a 3° e 16° semanas de estocagem.

NAKAYAMA & YAMAMOTO (1977) em estudo com diferentes espécies de
pescado, mantidas estocadas sob congelamento (-20° C) por 6 meses,
observaram tendéncia ao escurecimento, pela diminuicdo dos valores
correspondentes a luminosidade (L). Entretanto, nenhuma das especies mostrou
alteragdo quanto ao parametro (a), referente a cor vermelha. Os autores relataram
aumento do numero de TBA, concomitantemente com a modificacao da cor, o0 que
pode indicar o envolvimento de lipideos oxidados ou compostos secundarios nesta

alteracdo. Foi observada também tendéncia a maior firmeza das amostras do
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pescado apds o cozimento, porém este parametro aumentou levemente e de

forma gradativa.

OCKERMAN & ORGANISCIAK (1979) observaram leve modificacdo na
textura de produtos reestruturados (“steaks”), mantidos sob congelamento por até
90 dias, enfatizando que a modificacdo ocorrida foi suave e lenta. Os autores

constataram fraca correlac&o entre a dureza e a oxidacéo de lipideos.

MILLER et al. (1980) avaliaram a textura em salsichas elaboradas com
carne bovina, estocadas a -18° C, através de andlise sensorial (teste triangular) e
verificaram diferenca significativa entre as amostras frescas e congeladas durante
O periodo de estocagem. O numero de respostas corretas aumentou com o
decorrer do tempo de congelamento iniciando o primeiro més com 50% de
respostas corretas, atingindo apés 25 semanas de estocagem 90% de respostas
corretas. Os provadores observaram ao fim do periodo de estocagem, aumento da
textura, concluindo que estas modificagées foram possivelmente induzidas por
lipideos, uma vez que os niveis de oxidagdo aumentaram significativamente ao
longo do armazenamento.

MAIA et al. (1982) em estudo com “‘patties” feitos a partir de curimbata
(Prochilodus scrofa), observaram a auséncia de diferenga na textura do produto,
Cuja estabilidade se deve provavelmente ao baixo contetido de acidos graxos
insaturados desta espécie. O produto elaborado manteve boa qualidade e
aceitabilidade durante todo o experimento (92 dias a -20°C), sem a adicdo de
preservativos, o que esta de acordo com dados obtidos por KOETZ (1977), em
estudo com hamburguer de uma mistura de corvina (Micropogan furnieri) e
castanha (Umbrina conosai) que apresentou boa aceitabilidade durante 85 dias de

estocagem a -30°C.
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BORDERIAS et al.(1982) constataram pouca diferenca na textura em truta
(Salmo irideus) triturada, estocada por 165 dias a -20° C, e os autores justificam
este fato pela leve modificagcdo ocorrida na solubilidade durante este periodo. A
analise sensorial n&o mostrou modificagées da textura no musculo inteiro, sendo
observadas leves variagbes apenas no musculo triturado, apés 75 dias de
estocagem a -20° C.

HSIEH & REGENSTEIN (1989) relataram que em pescado triturado
mantido sob congelamento a -20°C nao houve modificacéo significativa na textura,
sugerindo que a deteriora¢do na textura nao ocorre de forma rapida nesta faixa de
temperatura, porém, no inicio do congelamento ocorreu um pequeno aumento na
textura, concluindo os autores que isto se deve presumivelmente a formagéo de
ligacbes cruzadas e ao fato do tecido (proteinas) tornar-se mais insoltvel e rijo. A
coesividade teve comportamento similar a dureza, correlacionando-se fortemente

com a dureza (+0,95) nas espécies de pescado estudadas.

REDDY & SRIKAR (1991) constataram aumento na textura (dureza) em
pescado ftriturado da espécie Nemipterus japonicus, durante estocagem sob
congelamento a -18° C, concluindo que isto se devia principalmente a uma
reducédo da solubilidade, como consequéncia de agregacao protéica. Ainda assim,
o pescado foi considerado aceitavel quanto ao parametro textura, apos estocagem
por 145 dias.

PEREZ-VILARREAL & HOWGATE (1991) em estudo com merluza
observaram leve aumento na dureza durante o periodo de estocagem de 40
semanas a -20°C e mostraram que nao houve variagdo intensa nas perdas pelo
cozimento, o que pode ser devido a acéo do NaCl (retencdo da umidade pelo sal).
Entretanto, VERMA ef al. (1995) em estudo com musculo de sardinha triturada
estocada a -20°C por 150 dias, observaram perdas da capacidade de retengdo de

agua durante o cozimento, em torno de 30% do valor inicial
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O objetivo do presente trabalho foi estabelecer a correlagédo entre o
desenvolvimento da oxidag&o lipidica durante o congelamento de hamburgueres
de pacu a -20° C por 150 dias e possiveis alteragdes da cor e da textura dos

produtos ao longo do armazenamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria Prima

Os hamburgueres foram elaborados a partir de filés de pacu (obtidos de
peixes capturados no periodo de inverno (Junho), conforme procedimento
especificado no estudo 1), mantidos & temperatura de 0-2° C. elaborados a partir
da seguinte formulagdo: musculo 88,4%: gelo 10,0%: glutamato monossédico
(Ajinomoto) 0,10%; sal 1,5%. Amostras do produto foram separadas para
determinacéo de andlises fisico-quimicas, e o restante congeladas em congelador

de placas a -30°C e estocadas em camara fria a -20°C por até 5 meses.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Caracterizagao quimica

Foram realizadas as seguintes determinacées:

-Umidade, proteina bruta e cinzas segundo os procedimentos da AOAC (1984).
-Lipideos totais de acordo com a metodologia descrita por BLIGH & DYER (1959).
-Nitrogénio n&o-protéico por modificagdo do método descrito por BECKER et al.
(1940).

Todas as anélises foram conduzidas em triplicata
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2.2.2 Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (indice
de TBA)

A analise do n° de TBA foi realizada de acordo com o método proposto por
TARLADGIS et al. (1960), conforme descrito no estudo 2.

2.2.3 Avaliagao da cor

A cor foi avaliada pelo colorimetro Minolta modelo CR 200b, previamente
calibrado, obtendo-se os parametros de L (luminosidade), a (intensidade do
vermelho) e b (intensidade do amarelo). As andlises foram conduzidas em

triplicata, sendo utilizadas trés amostras por leitura.

2.2.4 Avaliacao do perfil de textura

A textura foi realizada no hamburguer apés processo de fritura em chapa
elétrica a 200°C por 7 minutos. Foram utilizadas trés amostras por leitura e as

determinagdes realizadas em triplicata.

O perfil de textura foi analisado em texturdmetro TA-XT2 (devidamente
calibrado), com probe cilindrico de acrilico com diametro de 20 mm, com o produto
a temperatura ambiente. O texturobmetro teve forca de compresséo programada
para 50%.
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2.2.5 Avaliacao da perda de peso no cozimento (%)

Hambdrgueres fritos & temperatura de 200° C por 7 minutos em chapa
elétrica, foram dispostos em recipientes com tampa. Apds atingirem a temperatura
ambiente foram novamente pesados. O célculo do percentual da perda de peso no
cozimento foi estabelecido pela diferenca do peso antes e depois do tratamento
térmico. A determinacao foi realizada em triplicata.

2.2.6 Avaliagao sensorial

Foi utilizado o teste triangular segundo as determinagbes de LARMOND
(1987).

Os hamburgueres foram submetidos a processo de fritura em chapa elétrica

a 200°C por 7 minutos. A seguir cada hamburguer foi fracionado em 04 porcdes e
apds a fritura de todo o lote estes foram encaminhados ao laboratério. Foram

utilizados no total 21 provadores durante o experimento. Cada provador recebeu

segundo o determinado pelo teste triangular, 03 amostras (+20g) devidamente
codificadas, sendo duas iguais e uma diferente (amostras de hamburguer fresco e
congelado), a temperatura de aproximadamente 60°C, que foram acompanhadas
por agua, torradas e fichas de avaliagcdo sensorial. Os resultados indicam se ha ou
nao diferencga entre duas amostras.

2.2.7 Analise estatistica
Foi realizada através de anélise de variancia e teste de Tukey usando o
programa SAS (Statistical Analysis System). A andlise estatistica do teste

triangular foi realizada de acordo com a tabela elaborada por ROESSLER et al.
(1948).
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3 RESULTADOS

Figura 1. Hamburguer de pacu fresco

Tabela 1. Composicéo quimica de hamburguer de pacu

Parametros Valores médios (%)
Umidade 79,55:0,15
Proteina (Nt-NNP x 6,25) 15,24+0,14
Lipideos 3,33+0,01
Cinzas 1,63+0,02
NNP 0,27+0,01
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Numero de TBA (mg
malonaldeido/kg de amostra)

0 30 60 20 120 150

Tempo (dias)
Figura 2. Avaliagdo da oxidagao lipidica em hamburguer de
pacu armazenado sob congelamento (-20° C)

Tabela 2. Avaliagdo da oxidagéo de lipideos em hamburguer de pacu
armazenado a -20°C

Tempo (dias) TBA (mg malonaldeido/kg de
: amostra)

0 0,40+0,01 a

30 1,88+0,04 b

60 2,64+40,01 c

90 2784022 ¢
120 3,25+0,09d
150 3,48+0,03 d

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Luminosidade (L)

Valoresdeaeb

60

50 -

Tempo (dias)

Figura 3. Avaliagdo da luminosidade (L) em
hamburguer de pacu armazenado  sob
congelamento (-20° C)

Tempo (dias)

Figura 4 .AvaliagZo da cor (a e b) em hamburguer de
pacu armazenado sob congelamento (-20° C)
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Tabela 3. Avaliagdo da cor (L,a,b) em hamburguer de pacu estocado a

-20°C
Tempo (dias) L a b

0 46,65+0,75 a 1,16+0,02 a 2,8940,20 a
30 45,05+0,90 ab 0,93+0,06 b 2,16+0,16 b
60 44,79+2 13 ab 0,73+0,05c 2,20+0,15b
90 44,69+1,50 ab 0,60+0,03 d 2,10+0,20 b
120 44 11+0,47 b 0,57+0,03 d 2,09+0,10b
150 43,23+0,78 b 0,59+0,03 d 2,00+0,14 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 4. Coeficientes de correlagdo (r) entre a oxidagéo de lipideos e os
paréametros de cor (L, a, b) em hamburguer de pacu mantido a -20° C

por 150 dias

TBA

-0,84

-0,96

-0,87
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Perda de Peso no Cozimento (%)

0 30 60 90 120 150
Tempo (dias)

Figura 5. Avaliagdo da perda de peso no cozimento de
hamburguer de pacu armazenado sob congelamento (-20° C)

Tabela 5. Avaliacdo da perda de peso no cozimento de
hamburguer de pacu estocado a -20° C

Tempo (dias) Perda de pesc: no cozimento
5 TETERPT
30 65,95+0,74 b
60 66,15+1,72 b
90 65,76+1,32 b
120 65,79+2,31b
150 64,43+0,99 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 6. Avaliagéo do perfil de textura de hamburguer armazenado sob congelamento
(-20° C)

Dias Dureza Elasticidade | Coesividade | Mastigabilidade Gomosidade

(a) (9) (9) (a) (9)
0 |3071,12+12834a | 0,82:0,03a | 0,71+0,03a | 1778,83+61,95a | 2071,00+37,27 a

30 | 3700,60+183,52b 0,84+0,03a | 0,68+0,01 a | 2121,20+199,47 a | 2526,01+167,00 b

60 | 3641,58+149,83ab | 0,85+0,03a | 0,69+0,01a | 2178,14+176,99 a | 2626,03+96,10 b

90 | 3615,31+275,81 ab | 0,86:0,06a | 0,69+0,02a | 2174,85+214,60 a [2505,57+212,90 ab

120 | 3601,81+123,12ab | 0,84+0,04a | 0,69+0,05a | 2127,02+172,92 a [2494,13+237.96 ab

150 | 3580,08+323,25ab | 0,83+0,01 a 0,68+0,01 a | 2089,29+115,06 a [2435,66+140,21 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade

Tabela 7. Coeficientes de correlago (r) entre a dureza, perda de peso no cozimento
e a coesividade em hamburguer de pacu armazenado a -20° C por 150 dias

Perda de peso no cozimento Coesividade

Dureza +0,83 +0,89

Tabela 8. Coeficientes de correlagéo entre a oxidacdo de lipideos e o perfil de
textura de hamburguer de pacu armazenado a -20° C

Dureza Gomosidade | Mastigabilidade | Elasticidade | Coesividade

TBA +0,56 +0,61 +0,25 +0,17 -0,40
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Tabela 9. Avaliagcdo sensorial triangular de hamburguer de pacu
armazenado sob congelamento

Congelamento Respostas corretas Resultado do teste
(dias) (%) triangular
30 43 Nao existe diferenca
significativa
60 67 Existe diferenga ao nivel de
1%
90 71 Existe diferenca ao nivel de
0,1%
120 7 Existe difereng¢a ao nivel de
0,1%
150 81 Existe diferenca ao nivel de
0,1%
4 DISCUSSAO

Composigao quimica/ Oxidag¢ao de lipideos

O hamburguer elaborado a partir de pescado fresco pode ser observado na
Figura 1 e os dados referentes a sua caracterizagdo quimica apresentados na
Tabela 1, podendo ser constatada a relag&o inversa entre o teor de umidade e

lipideos.

Embora os hamburgueres apresentem baixo teor de lipideos (3,33%)
segundo a classificagdo proposta por STANSBY (1962), os niveis de oxidag&o
(Tabela 2 e Figura 2), avaliados pelo teste de TBA, aumentaram significativamente
durante a estocagem sob congelamento. Isto pode ser explicado inicialmente, pelo

alto teor de acidos graxos insaturados desta espécie de pescado, segundo relatos
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de MACHADO (1989) e MAIA et al. (1995). Entretanto, como se trabalhou com
produto reestruturado, o préprio processo de trituracdo muscular, permitindo a
incorporag@o do oxigénio atmosférico, associada a presenca de pigmentos heme,
oriundos da linha lateral dos filés, podem ter favorecido o desencadeamento da
autoxidaca@o, de acordo com DENG et al. (1977) e KHAYAT & SCHWALL (1983).
Além do que, o cloreto de sodio (NaCl) devido ao seu efeito prooxidante, pode
também contribuido para o desencadeamento das reacoes oxidativas, de acordo
com relatos de KOETZ (1977), RAHARJO et al. (1989) e KANNER et al. (1991).

Cor

Pela Figura 3 é possivel verificar leve decréscimo do parametro L
(luminosidade) em hamblrguer de pacu ao longo do armazenamento sob
congelamento, indicando escurecimento da cor original do produto. Diferencas
significativas (P<0,05) foram observadas na Tabela 3, basicamente entre o
produto fresco e o congelado por 120 e 150 dias.

A cor amarela, avaliada pelo parametro b, decresceu ao longo periodo de
estocagem, conforme observado na Figura 4 e Tabela 3, apresentando diferencas
significativas (P<0,05) entre o produto fresco e os mantidos sob congelamento.
Contrariamente ao postulado por NAKAYAMA & YAMAMOTO (1977), a cor
vermelha (a) foi reduzida de forma significativa (P<0,05) durante os primeiros 90
dias de estocagem conforme verificado na Figura 4 e Tabela 3

A alterac@o dos parametros L,a,b do produto reestruturado pode ser
atribuida & dessecacdo pelo frio trazendo como consequéncia a oxidagdo do
pigmento do musculo, transformando-o em metamioglobina e principalmente a
acdo de lipideos oxidados, o que pode ser confirmado pelos altos niveis de
correlag&o expostos na Tabela 4.
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Embora HUFFMAN et al. (1981), tenham relatado que a adigdo de cloreto
de sodio a produtos reestruturados melhore as caracteristicas da cor, é possivel
verificar neste estudo que a utilizagdo do NaCl na concentragéo de 1,5% nao
favoreceu a manutencgéo da cor, mas sim agiu provavelmente como catalisador da
oxidacdo de lipideos, conforme mencionado por KOETZ (1977), RAHARJO et al.
(1989) e KANNER et al. (1991).

Perda de peso no cozimento (%)

Entre as propriedades fisicas de produtos reestruturados, dados da perda
de peso no cozimento tornam-se importantes tanto pelo aspecto econdémico, como

pelas caracteristicas sensoriais do produto.

Diminuic¢ao significativa na perda de peso no cozimento pode ser observada
(Figura 5 e Tabela 5) entre o produto fresco e os mantidos sob congelamento por
até 150 dias, porém nao houve variacao significativa (P<0,05) entre os diferentes
tempos de congelamento, o que pode ser explicado pela agcdo do NaCl e da
utilizacao de musculo em estado de pre-rigor mortis aumentando a capacidade de
retencdo de agua do produto, e provavelmente por um leve processo de
desnaturacdo ocorrida durante o armazenamento do produto sob congelamento.

O percentual da perda de peso no cozimento apresentou alta correlagao
com a dureza dos hamburgueres conforme mostrado na Tabela 7.

Perfil de textura

Pelos dados fornecidos pela Tabela 6 nao foi observada modificagao
significativa na dureza ac longo da estocagem sob congelamento de hamburguer
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de pacu, exceto entre o produto fresco e o congelado por 30 dias que apresentou
aumento significativo da dureza, presumivelmente devido & formagéo de ligagdes
cruzadas entre as proteinas, tornando o tecido mais rigido e ao decréscimo da
capacidade de retencdo de agua, comprovada pela maior perda pelo cozimento
ocorrida aos 30 dias de estocagem (Tabela 5), resultados estes semelhantes aos
de HSIEH & REGENSTEIN (1989), que ainda observou correlagao entre a
coesividade e a dureza de produtos reestruturados, o que confirma os resultados
obtidos neste estudo onde também foi estabelecida alta correlacao positiva entre
estes pois parametros (Tabela 7).

Os resultados fornecidos permitem concluir que o aumento na textura
(dureza) do hamburguer pode ser considerado como leve, tendo em vista o
aumento de aproximadamente 17% ao longo dos 150 dias sob congelamento.
Esta leve modificagéo na dureza pode ser explicada também por POULTER et al.
(1981), que mencionam que espécies tropicais parecem ser menos vulneraveis 3
deterioragdo da textura do que espécies de clima temperado.

A elasticidade, coesividade e mastigabilidade ndo sofreram a influéncia do
congelamento, conforme observado na Tabela 8. Somente a gomosidade sofreu
maior influéncia do congelamento, principalmente entre o produto fresco e o
congelado por 30 dias.

Embora tenha se verificado um rapido aumento dos niveis de TBA no
presente experimento, € possivel constatar pelos dados apresentados na Tabela 8
que a oxidagao de lipideos ndo € o fator mais importante no aumento da dureza
conferida ao produto ao longo da estocagem, sendo a desnaturacdo, levando 3
agregacao das proteinas miofibrilares, a principal responsavel por esta alteracao,
conforme citado por alguns autores, entre eles OCKERMAN & ORGANISCIAK
(1979), BORDERIAS et al. (1982), HSIEH & REGENSTEIN (1989), REDDY &
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SRIKAR (1991). A oxidagdo lipidica também n&o produziu modificacdes

significativas na coesividade, elasticidade, gomosidade e mastigabilidade.

Anélise sensorial (teste triangular)

O teste triangular objetivou estabelecer se havia ou ndo diferenga entre o
produto fresco e o produto congelado durante a estocagem sob congelamento. O
modelo da ficha e da tabela para analise estatistica utilizadas no presente teste

encontram-se no Anexo 1.

Pelos resultados expostos na Tabela 9, verifica-se diferencga significativa ao
nivel de 1%, a partir do 2° més de estocagem, tornando-se mais intensa a partir do
3° més. O nudmero de respostas corretas aumentou com o decorrer do
congelamento, iniciando o primeiro més com aproximadamente 43% de respostas
corretas, atingindo ao fim do 5° més 81% de acertos no teste, resultados estes
similares aos obtidos por MILLER ef al. (1980).

Embora o objetivo do teste triangular seja apenas verificar a existéncia ou
ndo de diferencas entre amostras, os provadores fizeram referéncias quanto a
preferéncia, grau de diferenga e textura do produto, que acreditamos ser
interessante reportar neste estudo. Cerca de 60-65% dos provadores preferiram a
amostra fresca a congelada, relatando textura ligeiramente mais macia na amostra
fresca, caracterizando o grau de diferenga encontrado variando de leve a
moderado. Poucos provadores entretanto, fizeram comentarios coerentes sobre as
modificagdes no sabor do produto durante o armazenamento sob congelamento, o
que esta de acordo com observagoes de MAIA et al. (1982) e VARELTZIS et al.
(1988).
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5 CONCLUSOES

- O rapido desenvolvimento da oxidacdo de lipideos no hamburguer, deve-
se a insaturagdo dos 4&cidos graxos desta espécie, que confere maior
susceptibilidade & oxidagZo lipidica, aos pigmentos heme e provavelmente a agao

prooxidante do cloreto de sédio.

- O armazenamento sob congelamento de hamburguer de pacu por 150
dias, provocou alteragcdes nos parametros de luminosidade (L), cor amarela (b) e
cor vermelha (a) do produto, apresentando altas correlagbes com a oxidagéo de
lipideos.

- A oxidagé&o de lipideos n&o contribuiu de forma significativa a modificagéo
do perfil de textura de hamburgueres de pacu armazenados sob congelamento por
150 dias.

- O percentual da perda de peso no cozimento e a dureza de hamburgueres
correlacionaram-se positivamente durante o armazenamento sob congelamento
do produto.

- A matéria prima, filé de pacu, devido as suas propriedades funcionais e

sensoriais pode ser empregada na elaboracdo de produtos reestruturados de boa

qualidade.
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8 CONCLUSOES GERAIS

- Os teores de 18,46% para proteina e de 5,039% para lipideos totais obtidos
de musculo de Colossoma mitrei, permitem classificar este pescado como uma

espécie com alto teor protéico e médio teor de gordura.

- Pela caracterizacdo das fragbes protéicas pode-se concluir que o
percentual de proteinas miofibrilares obtidas de musculo de pacu (60,37%), indica
apresentar este pescado boa funcionalidade protéica, uma vez que a miosina e
actina constituem as proteinas diretamente envolvidas nas propriedades de

solubilidade, capacidade de gelatinizagéo e emulsificacao.

- A atividade Ca-ATPasica das proteinas miofibrilares apresentou
correlacdo significativa com a oxidacdo de lipideos, 0 que sugere o
comprometimento de lipideos oxidados no processo de desnaturagéo proteéica.

- As alteracdes promovidas pelo congelamento e pela oxidaggo lipidica ndo
foram tao drasticas a ponto de comprometer as fragdes protéicas correspondentes

as proteinas actina , troponina, tropomiosina.

- As bandas da miosina (cadeias leves) mostraram decréscimo significativo
ao longo do periodo de armazenamento sob congelamento de musculo de pacu e
leve decréscimo foi observado na banda correspondente a cadeia pesada da
miosina, indicando desnaturacdo da mais importante proteina miofibrilar sob o

aspecto da funcionalidade protéica.

- O processo da oxidagdo de lipideos produz efeito prejudicial sobre as
proteinas miofibrilares, estabelecendo forte correlagdo com a desnaturagao das
proteinas, resultando em diminuicdo da solubilidade protéica ao longo da
estocagem sob congelamento.

163



- Foi requerida a concentragédo minima de 3% de proteina para a formagéo

dos géis protéicos.

- A utilizag&o da temperatura de pré- incubagéo a 40° C propicia a formacéo

de géis mais firmes.

- A alta correlagdo verificada entre o decréscimo da dureza de géis
protéicos e o aumento da oxidagdo de lipideos durante a estocagem sob
congelamento de musculo de pacu., indica que lipideos oxidados podem ter

contribuido & desnaturagéo das proteinas miofibrilares.

- As proteinas miofibrilares extraidas de mudsculo em estado de pre-rigor
mortis permitem a formacdo de géis com menores percentuais de umidade

espremivel, ao longo da estocagem sob congelamento.

- O répido desenvolvimento da oxidacdo de lipideos no hamburguer, deve-
se a insaturagdo dos &cidos graxos desta espécie, que confere maior
susceptibilidade a oxidagé&o lipidica, aos pigmentos heme e provavelmente a acgao
prooxidante do cloreto de sédio.

- O armazenamento sob congelamento de hamburguer de pacu por 150
dias, provocou alteragées nos parametros de luminosidade (L), cor amarela (b) e
cor vermelha (a) do produto, apresentando altas correlagdes com a oxidagao de
lipideos.

- A oxidagéo de lipideos nédo contribuiu de forma significativa @ modificacéo

do perfil de textura de hamburgueres de pacu armazenados sob congelamento por
150 dias.
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- O percentual de perda de agua no cozimento e a dureza de hamburgueres
correlacionaram-se positivamente durante o armazenamento sob congelamento

do produto.
- A matéria prima, filé de pacu, devido as suas propriedades funcionais e

sensoriais pode ser empregada na elaboracéo de produtos reestruturados de boa

qualidade.
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ANEXO 1



Tabela 1. Tabela para analise estatistica do teste triangular

Numerode Numero necessario de respostas
provadores corretas para estabelecer o nivel
de significancia

5% 1% 0,1%
7 5 6 7
8 6 7 8
9 6 7 8
10 7 8 9
11 7 8 9
12 8 9 10
13 8 9 10
14 9 10 11
15 9 10 12
16 10 11 12
17 10 11 13
18 10 12 13
19 11 12 14
20 11 13 14
21 12 13 15
22 12 14 15
23 13 14 16
24 13 14 16
25 13 15 17
26 14 15 17
27 14 16 18
28 15 16 18
29 15 17 19
30 16 17 19
31 16 18 19
32 16 18 20
33 17 19 20
34 17 19 21
35 18 19 21
36 18 20 22
37 18 20 22
38 18 21 23
39 18 21 23
40 20 22 24

*Foram utilizados 21 provadores no teste sensorial



MODELO DE FICHA DE AVALIAGAO SENSORIAL

Nome:
Data:

Observagdo: Duas destas mostras sdo iguais e uma é diferente

1- Prove as amostras na ordem indicada e identifique a amostra diferente

circundando o numero a que se refere

2- Identifique, o grau de diferenca entre as amostras iguais e a amostra diferente
[] Moderada

[ ] Muita diferenca
[ ] Excessiva diferenca

3- Assinale qual amostra vocé considera mais aceitavel

D Amostra diferente
D Amostras iguais

4- Comentarios
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