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RESUMO - A hidrélise enzimatica parcial das proteinas de carne mecanicamente separada (CMS) de
tilapia pode incrementar suas propriedades funcionais agregando valor e tornando esta uma boa
alternativa para o aproveitamento destes residuos agroindustriais. Assim, duas enzimas foram
investigadas quanto ao seu potencial catalitico de hidrélise em CMS de tilapia, Alcalase® e Novo Pro-
D®. Durante 5 horas de reacdo o grau de hidrélise foi acompanhado e, em tempos pré-definidos,
fracbes do meio reacional foram coletadas. As amostras foram analisadas quanto sua atividade
antioxidante, capacidade emulsificante, teor de aminoacidos aromaéticos livres e perfil proteico.
Embora Novo Pro D® tenha apresentado maior grau de hidrélise (55%) frente a Alcalase® (42%), esta
Gltima apresentou maior atividade antioxidante (600 umol TEAC/g de proteina). Em termos de
capacidade emulsificante, ambas as enzimas promoveram uma reducdo desta propriedade em seus
hidrolisados.

ABSTRACT - The partial enzymatic hydrolysis of mechanically separated meat (MDM) of tilapia
can improve their functional properties adding value and making this a good alternative to utilization
of this agro-industrial waste. Therefore, two enzymes were investigated for their catalytic potential
for tilapia MDM hydrolysis, Alcalase® and Novo Pro-D®. Degree of hydrolysis was monitored during
5 hours of reaction and, at predefined times, the reaction medium fractions were collected. The
samples were analyzed for their antioxidant activity, emulsifying capacity, free aromatic amino acid
content and protein profile. Although Novo Pro D® had a greater degree of hydrolysis (55%)
compared to Alcalase® (42%), the latter showed higher antioxidant activity (600 umol TEAC/g of
protein). In terms of emulsifying capacity, both enzymes promoted a reduction of this property.

PALAVRAS-CHAVE: coproduto; hidrolisado proteico; capacidade antioxidante; proteases.
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1. INTRODUCAO

Dentre 0s peixes mais criados do mundo, a tilapia se destaca sendo um dos produtos
aquicolas mais importantes do século 21. No Brasil, a producéo de tilapia em 2012 foi de 210.000
toneladas, sendo hoje a principal espécie cultivada em territorio nacional, especialmente na regido
Nordeste, Sudeste e Sul, onde representam aproximadamente 83 a 88% da producdo total de peixe
destas regides (MPA, 2012). E apesar da maior producdo no Brasil representar o comércio de peixe
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vivo, tem-se observado um aumento crescente na comercializacdo do pescado beneficiado. O
comercio do pescado beneficiado abrange a venda do peixe inteiro eviscerado, a produgdo de filé, bem
como produtos processados. A filetagem mecénica de tildpia gera de 60 a 70%, em peso, de
subprodutos e residuos, o que reflete um baixo rendimento de filé (Chen et al., 2007).
Tradicionalmente, parte desses subprodutos é aproveitada na obtencdo de silagem e fertilizantes,
contudo, no mercado internacional o lucro é baixo, sendo em torno de 50 centavos de délar por
tonelada, o que tem estimulado a busca pelo desenvolvimento de aplicacBes que gerem produtos de
maior valor agregado (He et al., 2013).

Por esses residuos apresentarem um alto teor de proteina, uma das alternativas é o uso destes
para obtencdo de hidrolisados proteicos. Este produto de valor agregado atualmente possui aplicagdo
nos alimentos como flavorizante de sopas e analogos mariscos, enquanto é empregado nas ragdes
principalmente como substituto do leite no desmame de bezerros e leitdes e como elemento atrativo
em racOes para peixes (Furlan et al., 2002). Contudo, a modifica¢do enzimatica de proteinas utilizando
enzimas proteoliticas vem sendo uma alternativa promissora na obtencdo de hidrolisados proteicos
funcionais. Estas funcionalidades podem ser tecnoldgicas, como capacidade espumante, capacidade
emulsificante, solubilidade, capacidade crioprotetora, ou biol6gicas, como atividade antioxidante,
atividade anti-hipertensiva, atividade opioide. A hidrdlise enzimética das proteinas é um processo
complexo devido as muitas ligacGes peptidicas e sua acessibilidade especifica para reagdes
enzimaticas. A especificidade das enzimas, junto com pH e temperatura de reacdo, sdo 0s principais
fatores que afeta o perfil dos peptideos no produto final. Desta forma, a especificidade da protease e as
condi¢des de reacdo sdo fundamentais para obtencdo dos peptideos de interesse (He et al., 2013). No
presente estudou, avaliou-se a capacidade hidrolitica de duas enzimas comerciais (Alcalase® e Novo
Pro D®) para obtencéo de hidrolisado de CMS de tildpia com atividade antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As enzimas Alcalase® e Novo Pro D® foram gentilmente cedidas pela Novozymes. A carne
mecanicamente separada (CMS) de tilapia foi produzida pela Cooperativa Regional de Piscicultores e
Ranicultores do Vale do Macacu e Adjacéncias Ltda. Os reagentes 2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-
6-sulfonado (ABTS), 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (trolox), tirosina e
hexadecano foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. Demais reagentes utilizados foram de grau
analitico.

2.2 Processo de obtencéo do hidrolisado

A CMS de til4pia adicionou-se 4gua destilada na proporcéo 1:4, em peso, e homogeneizou-
se em blender para obtencdo da suspensdo a ser hidrolisada. Desta solucdo foi coletado o branco da
amostra (Br). O pH e temperatura do meio reacional foram ajustados conforme condigdes previamente
definidas (50°C e pH 8). Em seguida, adicionou-se o0 volume de enzima adequado de forma a manter a
relacdo enzima:substrato de 1:5, em peso, e esperou-se 1 min para a coleta do ponto 0 hora (Oh). As
hidrolises foram realizadas sob agitacdo, mantendo pH e temperatura constante, em reatores de vidro
encamisados. O ajuste do pH durante a reacdo foi realizado com a adi¢do continua de NaOH 5M.
Além do Br e Oh, foram realizadas amostragem em 0,5 hora, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas e 5 horas
de reacdo. A interrupcdo da reacdo foi realizada por aquecimento da amostra & 80°C durante 15
minutos e posterior banho de gelo. O grau de hidrdlise (GH) foi determinado conforme Foh et al.
(2010). As amostras coletadas foram analisadas quanto sua atividade antioxidante, capacidade
emulsificante, teor de aminodcidos aromaticos livres e perfil proteico. Os experimentos de hidrolise
foram realizados em triplicata.
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2.3 Capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante foi avaliada através da determinacdo do indice de emulsificacéo
em hexadecano (Mellinger-Silva et al., 2015). A solucdo de proteina ou hidrolisado proteico (0,5%,
p/v) foi preparada a partir da ressuspensdo de amostra, previamente liofilizada, em agua destilada a pH
7. As andlises foram realizadas em quadruplicata.

2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade de captura do radical livre ABTS+
conforme descrito por Rufino et al. (2007). Foi realizado preparo do radical ABTS+ a partir da reacéo
de 5 ml de solucdo ABTS 7,0 mM e 88l de solucdo de persulfato de potassio 140 mM. O radical
permaneceu em reacdo por 16 horas, em temperatura ambiente e auséncia de luz. Apo6s formado o
radical ABTS-+, foi adicionado etanol P.A até obtencéo de absorbéancia 0,700 (+ 0,2) a 734nm. Para a
analise, 3 ml de radical foram adicionados a 30 pl de amostra, submetidas a agitacdo em vortex e apds
6 minutos foi realizada leitura em espectrofotdmetro. As analises foram realizadas em triplicata e o
espectrofotdmetro foi calibrado a partir da leitura de etanol P.A 95%. Os resultados foram expressos
em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-&cido
carboxi- lico)) em pmol TEAC.g* de proteina.

2.5 Dosagem de aminoacidos aromaticos livres

O teor de aminoacidos aromaticos livres durante a hidrélise foi determinado conforme
Mellinger-Silva et al. (2015) através de método espectrofotométrico. Foi adicionado 1 ml de &cido
tricloroacético 10% (TCA) a 1 ml de amostra e, posteriormente, centrifugado por 30 minutos a 10.000
rpm. O sobrenadante foi transferido para um tudo de ensaio e a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrometro a 280 nm. SolucBes de concentracbes conhecidas de tirosina foram utilizadas como
padréo.

2.6 Perfil proteico por SDS-PAGE

Amostras contendo quantidades conhecidas de proteina foram adicionadas a igual volume de
tampéo de amostra (Tris-HCI 2 mol.I"* pH 6,8, EDTA 0,2 mol/l, glicerol 10% e azul de bromofenol
0,5%), fervidas por dois minutos, centrifugadas rapidamente e aplicadas em géis de 10 % de SDS-
poliacrilamida. Apds a corrida, os géis foram corados com Coomassie de acordo com protocolos
descritos na literatura (Laemmli, 1970). Marcadores de alto peso molecular (Miosina — 195,3kDa; -
galactosidade — 102,5kDa; BSA — 56,0kDa; Ovalbumina — 40,7kDa) foram utilizados como padrdes

(P).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a capacidade hidrolitica de duas enzimas comerciais (Alcalase® e
Novo Pro D®) para obtencdo de hidrolisado de CMS de tilapia processada em blender. Durante o
estudo comparou-se a influéncia de cada enzima no grau de hidrélise, no teor de tirosina livre, no
perfil proteico, na atividade antioxidante do hidrolisado e na capacidade emulsificante do hidrolisado.

A cinética da reacdo de hidrolise foi acompanhada tanto pela obtencdo do grau de hidrélise
(Figura 1a) quanto pelo teor de aminodcidos aromaticos livres (Figura 1b). Ambos os métodos tiveram
perfis similares para cada enzima estudada. Até 10 min de reacdo, os valores de grau de hidrélise ndo
diferem para ambas as enzimas, contudo, enquanto a Alcalase® estabiliza a hidrolise préximo a 100
min, a Novo Pro D® apresenta um perfil de estabilizagdo um pouco mais lento devido ao aumento
consideravel até 120 min. Com cinco horas de reacéo, o grau de hidrélise final para Alcalase® e Novo
Pro D® é 41% e 56%, respectivamente, e o valor de aminoacido aromatico livre é 0,15 e 0,22 mg/mL.
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Foh et al. (2010) obteve 25% de grau de hidrolise em estudo de hidrolise de carne de tildpia com
Alcalase® em duas horas de reacio, valor inferior ao observado neste trabalho (40%) para 0 mesmo
tempo de reacdo. Valor de GH similar a este trabalho foi encontrado por Yarnpakdee et al. (2015),
40%, o qual também observou maior grau de hidrolise para Alcalase® frente Flavourzyme® e
Protamex®.

Figura 1 — Grau de hidrolise (a) e teor de aminoacidos aromaticos livres (b) na hidrélise de CMS
catalisada por Alcalase® e Novo Pro D®

70 0,3

W Alcalase

60 0,25
ONovo ProD

w
=]

0,2 B -

a
S

0,15 - -

w
=]

01 - I

Concentragdo (mg/ml)

Grau de hidrélise (%)

0,05 + -

0 - —
Br Oh 0,5h 1h 2h 3h 4h 5h
Tempo de reacdo (h)

o 50 100 150 200 250 300

Tempo de reacao (h)

() (b)

A diferenca de concentracdo nos teores de aminoacidos aromaticos livres para as reacdes
com diferentes enzimas faz referencia as preferencias de clivagem das ligagcdes peptidicas nas
hidrdlises catalisadas por estas e ao nimero de ligacbes quebradas. Semelhante ao grau de hidrolise
(Figura 1a), o teor de aminoécidos aromaticos livres para Novo Pro D® foram maiores que para reacdo
catalisada por Alcalase® (Figura 1b). Esta diferenca na preferéncia de clivagem também pode ser
visualizada se os teores de aminoacidos totais forem analisados. Foh et al. (2010) e Yarnpakdee et al.
(2015), por exemplo, analisaram os perfis de aminoacidos totais de cada hidrolisado de tilapia obtido
utilizando enzimas distintas. Ambos observaram variacdo na concentracdo dos aminoacidos analisados
dependendo da enzima aplicada.

O perfil proteico da amostra antes da hidrélise e durante o processo de hidrdlise (Figura 2)
mostra que ocorre hidrdlise da estrutura proteica logo no primeiro minuto de reacdo, que se justifica
pelo aumento expressivo de grau de hidrolise nos primeiros minutos (Figura 1a). Também, mancha de
aglomerado peptidico é observado em 0 e 0,5h para hidrélise com Alcalase® e apenas em 0,5 h na
hidrélise com Novo Pro D®.

Como o objetivo da hidrolise é agregar valor ao coproduto CMS de tilapia, uma
caracteristica funcional de interesse é a atividade antioxidante do hidrolisado. Desta forma, a
capacidade de sequestrar radicais livres foi avaliada fazendo uso de ABST. Na Figura 3a observa-se a
atividade dos hidrolisados obtidos tanto aplicando Alcalase® quanto Novo Pro D® como catalisador.
Maior atividade é observada quando a reacio é catalisada por Alcalase®. O aumento de atividade com
0 tempo comprova que, mesmo em baixa taxa reacional, a hidrélise esta ocorrendo e gerando
peptideos ativos. J& a reacdo catalisada por Novo Pro D® tende a expressar um méximo de atividade
em 3 horas de reacdo sofrendo perdas em tempos maiores. Apesar de maior grau de hidrolise
observado para Alcalase® frente a Neutrase®, Foh et al (2010) observaram capacidade sequestrante de
ABTS iguais para ambas as enzimas. Dentre algumas proteases, Yarnpakdee et al. (2015) também
encontrou maior atividade antioxidante (130 umol TEAC/g de s6lido) para hidrolisados obtidos por
Alcalase®.

Na Figura 3b observa-se a capacidade emulsificante da suspenséo obtida com CMS de tilapia
e seus hidrolisados obtidos tanto aplicando Alcalase® quanto Novo Pro D®. Logo no primeiro minuto
de reacdo (ponto de Oh) observou-se perda de quase 100% desta propriedade, independente da enzima
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utilizada. Utilizando outro método com Oleo de soja, também foi observada uma reducdo da
capacidade emulsionante frente a inicial.

Figura 2 — Perfil proteico durante a hidrélise de CMS catalisada por: (a) Alcalase® e (b) Novo Pro D®.
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Figura 3 — Atividade antioxidante determinada por sequestro de ABTS (a) e capacidade emulsificante
(b) obtidas com CMS de tilapia e seus hidrolisados de CMS de tilapia.
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4, CONCLUSOES

Frente as duas enzimas estudadas, a obtencdo de hidrolisado de CMS de tilapia com
atividade antioxidante é mais eficiente fazendo uso de Alcalase® como biocatalisador. Contudo, caso
essa caracteristica ndo seja a mais importante e prevaleca apenas a transformacdo da proteina em

peptideos, tem-se que a mais indicada é a Novo Pro D® por promover maior grau de hidrélise num
mesmo tempo reacional.
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