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RESUMO

Uma forma de aproveitamento de residuos provenientes da producdo de pescado é a hidrdlise enzimatica das
proteinas presentes nesses residuos, o que pode gerar uma melhora nas propriedades funcionais e,
consequentemente, a obtengdo de produtos com maior valor agregado. Neste trabalho, investigou-se a influéncia
da poténcia de processamento da suspensdo de proteina de pescado (residuo de Tira-Vira) na hidrolise enzimatica.
O grau de hidrolise foi acompanhado ao longo da reacdo e as amostras foram avaliadas quanto ao teor de
amino&cidos livres, capacidade emulsificante e atividade antioxidante. Em condigdes reacionais de 50°C e pH
8,0, fazendo uso de alcalase® como biocatalisador, foi observado um grau de hidrolise de 19% apds 5 horas de
reacdo, independentemente da poténcia utilizada no preparo da suspensdo. A capacidade emulsificante e a
atividade antioxidante dos hidrolisados obtidos apresentaram comportamentos similares, independente da
poténcia aplicada. Desta forma, nas condigdes estudadas, a poténcia de processamento da suspenséo de tira-vira
ndo demonstra influéncia na qualidade do hidrolisado obtido.
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1. INTRODUCAO

O peixe Tira-Vira, como é conhecido popularmente no Brasil a espécie Percophis brasiliensis, é
encontrado em aguas costeiras do sudoeste do Atlantico. Pertencente a familia Percophidae, essa espécie também
é conhecida como Brazilian flathead, Pez Palo e Ajorreal e sua distribuicdo se estende de 23 °S (Rio de Janeiro,
Brasil) para 47 °S (norte da provincia de Santa Cruz, Argentina). Sua comercializagéo € na forma de filés frescos
ou congelados e sua exploracdo ocorre por meio de pesca multiespécies (Barretto et al., 2011; Sanchez Pascua et
al., 2010). O pais que mais produz o peixe Tira-Vira é a Argentina, com 7913t de producdo média no intervalo de
2005 a 2015. No Brasil, a producdo média foi de 757 t e no mundo foi de 8670 t (FAO, 2015).

A producdo e comercializacdo de pescado geram subprodutos e residuos que muitas vezes sao utilizados
em produtos de baixo valor agregado ou descartados. Uma maneira de recuperar proteinas e converter esses
subprodutos em produtos de maior valor agregado € a hidrdlise enzimatica, podendo, inclusive, promover uma
melhora nas propriedades funcionais dos derivados proteicos, como solubilidade, capacidade e estabilidade
emulsificante e capacidade de formagéo de espuma (Je et al., 2007; Nguyen et al., 2017).

Para obtencdo de hidrolisados proteicos de matrizes de pescado, diversas proteases vém sendo
investigada. Harnedy et al. (2018), por exemplo, aplicou diferentes proteases para estudar a atividade
antidiabética de hidrolisados de gelatina de pele de salmdo (Salmo salar). Dentre as proteases comerciais
estudadas, uma de grande aplicacdo e que tem demonstrado eficiéncia na hidrélise de matrizes de pescado é a



alcalase®. Esta enzima é uma solucéo de protease produzida pela Novozymes, onde a enzima dominante é uma
subtilisina produzida por um Bacillus licheniformis via fermentacéo submersa (Li et al., 2016).

A alcalase® tem sido aplicada na hidrdlise de proteinas provenientes de diferentes fontes, visando a
obtencdo de hidrolisados proteicos com propriedades funcionais de interessante a industria alimenticia e
farmacéutica. Foh et al. (2010), por exemplo, obteve hidrolisado de carne de til&pia (Oreochromis niloticus) com
25% de grau de hidrdlise e atividade antioxidante de 87%. Para a matriz de Tira-Vira, até o presente momento,
ndo foi encontrado qualquer trabalho de obtencdo de hidrolisado proteico, seja com alcalase® ou qualquer outra
protease. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da poténcia de processamento no
preparo da suspensdo na hidrolise enzimatica e nas propriedades funcionais do hidrolisado de residuo de Tira-
Vira utilizando alcalase®.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais

Alcalase® foi cedida pela Novozymes. O residuo de Tira-Vira utilizado foi obtido ap6s processamento de
filetagem e extracdo de carne mecanicamente separada (CMS) a partir de peixes frescos adquiridos em Niterdi.
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido-carboxilico) e padrdo de tirosina foram adquiridos pela Sigma.
Outros reagentes usados foram de grau analitico.

2.2. Métodos

2.2.1. Obtengéo da pasta de Tira-Vira

A pasta de Tira-Vira usada como fonte proteica para o preparo da suspensao foi obtida na Planta Piloto da
Embrapa Agroindustria de Alimentos. O peixe inteiro fresco foi eviscerado, filetado e o residuo da filetagem foi
submetido a uma despolpadeira para extracdo de CMS de Tira-Vira. Apos obtencdo da CMS, o residuo desse
processamento foi novamente submetido & despolpadeira para extracao da pasta de Tira-Vira.

2.2.2. Composicao centesimal da pasta de Tira-Vira

A pasta de Tira-Vira foi caracterizada quanto ao teor de umidade, cinzas, nitrogénio total e extrato etéreo,
tendo como base as metodologias descritas pela AOAC (2010).

2.2.3. Hidrélise enzimatica do residuo

Uma massa de 100g dessa pasta foi submetida a um processamento em homogeneizador por 10 minutos
com 400 mL para a obtencdo da suspensdo a ser hidrolisada, sendo a amostra TV-1 submetida a uma poténcia
média e a amostra TV-2 a uma poténcia baixa. O branco foi coletado dessa suspensdo antes da hidrolise ocorrer.
A temperatura e o pH do meio reacional foram ajustados para 50°C e 8,0, respectivamente, sob agitacdo
mecanica, sendo as condi¢cfes mantidas durante toda a reacdo e o ajuste de pH realizado com adicdo continua de
NaOH 5M. Entéo, foi adicionado um volume de enzima correspondente a uma razdo enzima:substrato de 1:8, em
peso, e apos 1 minuto de reagdo coletou-se o ponto 0 hora (0h). Também foram coletadas amostras com 0,5 hora,
1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas e 5 horas de reagdo. A reagdo foi interrompida através de aquecimento das
amostras em banho a 90°C por 15 minutos e posterior congelamento das mesmas. O calculo do grau de hidrolise
foi feito conforme descrito em Foh et al. (2010). As amostras coletadas também foram analisadas quanto ao teor



de aminoécidos aromaticos livres, capacidade emulsificante e atividade antioxidante, sendo as analises realizadas
em triplicata.

2.2.4. Dosagem de amino&cidos aromaticos livres

As amostras foram analisadas quanto ao teor de aminoacidos aromaticos livres de acordo com o método
espectrofotométrico utilizado por Mellinger-Silva et al. (2015). Foi preparada uma solu¢do com 1 mL da amostra
e 1 mL de &cido tricloroacético 10% (p/v), e posteriormente foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio, diluido e a leitura da absorbancia realizada a 280 nm em
espectrofotdmetro. Como padréo, foram utilizadas solu¢des com teores conhecidos de tirosina.

2.2.5. Capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante das amostras foi medida conforme descrito por Liu et al. (2014). Uma
solucdo de amostra de 0,2 % (p/v) de proteina foi preparada e uma aliquota de 30 mL dessa solucéo
adicionada a 10 mL de 6leo vegetal. A suspensdo foi homogeneizada a 10.000 rpm por 1 min em Ultra
Turrax. Ap6s 0 minutos (AQ) e 10 minutos (A10) da homogeneizagéo, foram pipetados 50 pL da emulsio os
guais foram adicionados a 5 mL de dodecil sulfato de so6dio 0,1 % (p/v) e a absorbancia lida em
espectrofotdmetro a 500 nm. O indice da atividade emulsificante (EAI) foi calculado pela Equacéo 1:

2T

EAl = ——F——
(1-6)xC

1)
Onde:

2,303 x A x fator de diluicido

T: turbidez = C

A: absorbancia a 500nm

Fator de dilui¢do: 100

L: caminho éptico das cubetas = 0,01m

0: fragdo de 6leo para formar a emulsdo = 0,25
C: concentracéo inicial do hidrolisado = 1g/L

2.2.6. Atividade antioxidante

Quanto a atividade antioxidante, as amostras foram analisadas pelo método ORAC (Oxygen Radical
Antioxidant Capacity) conforme descrito por Zulueta et al. (2009). Trolox foi utilizado como padrdo positivo. Os
resultados foram expressos em Trolox equivalente (TE), de forma que a unidade de atividade foi umol TE por
grama de proteina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo da pasta de Tira-Vira

A pasta de Tira-Vira obtida foi caracterizada. Os teores de umidade, cinzas, nitrogénio e extrato etéreo da
pasta de residuo de Tira-Vira estdo apresentados na Tabela 1. Mais de 70% do material é &gua, e proteina
representa 0 segundo componente em maior quantidade. No estudo de Borgogno et al. (2017) foram obtidas



amostras de carne mecanicamente separada (CMS) de trés espécies diferentes de peixes encontradas na Europa,
Dicentrarchus labrax (robalo), Sparus aurata (dourada) e Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris). Os valores
reportados de umidade, em g/100g de produto, foram 68,8; 71,1 e 70,6, respectivamente. E de proteina,
encontrou-se, também em g/ 100g de produto, 19,2; 19,3 e 21, respectivamente. Os valores diferentes podem ser
explicados pelas diferencas entre as espécies e seus tecidos. Métodos de processamento bem como variaveis no
maquinario utilizado também podem contribuir para diferencas, especialmente na umidade do produto obtido.

Tabelal — Composicdo centesimal da pasta de Tira-Vira.

Analise Valor percentual %
Umidade 74,7
Cinzas 2,3
Nitrogénio Total 15,7
Extrato Etéreo 7.8

3.2. Influéncia do modo de preparo da suspensao de Tira-Vira na hidrélise enzimatica das proteinas

No presente estudo, mudou-se a poténcia de processamento da suspensdo com o objetivo de avaliar a
influéncia do modo de preparo da suspensdo proteica na hidrélise enzimatica das proteinas de uma suspensdo
constituida por residuo de Tira-Vira. Essa influéncia foi avaliada no grau de hidrolise da reacdo, no teor de
aminodcidos aromaticos livres, na capacidade emulsificante do hidrolisado e na atividade antioxidante do
hidrolisado obtido.

O acompanhamento da cinética de reacdo foi realizado pelo grau de hidrolise e pelo teor de aminoécidos
aromaticos liberados durante a hidrolise (Figura 1). Observou-se que o perfil do grau de hidrolise manteve-se
independente da poténcia aplicada no processamento da suspensao de Tira-Vira durante a hidrolise catalisada por
alcalase® (Figura 1a). Maior velocidade de reagdo ocorreu na primeira hora e o grau de hidrélise maximo foi de
19% apos 5 horas de reacdo. Na literatura sdo encontrados resultados de grau de hidrélise semelhantes, como no
estudo de Fonseca et al. (2016) sobre hidrolise de carne e residuos de cobia (Rachycentron canadum), que obteve
um grau de hidrdlise de cerca de 10% na carne e de cerca de 8% no residuo de cobia, ap6s 5 horas de reacdo com
alcalase®. Quanto ao teor de aminoacidos aromaticos livres, embora de forma oscilante, observou-se um aumento
na concentracdo de aminoacidos na amostra TV-1, referente a amostra que foi obtida utilizando uma poténcia
maior no processador. O motivo desse aumento pode ser o fato de que uma maior poténcia no homogeneizador
pode relaxar as cadeias polipeptidicas presentes no aglomerado proteico formador da pasta de Tira-Vira obtida,
facilitando a atuacdo da enzima durante a reacéo de hidrdlise.

Visando avaliar o efeito da poténcia de processamento na qualidade dos hidrolisados obtidos, determinou-
se a capacidade emulsificante em 6leo de soja e a atividade antioxidante por ORAC do hidrolisado ao longo da
reacdo para os dois tipos de amostras (Figura 2). Para a amostra TV-1, a capacidade emulsificante apresenta uma
queda logo no primeiro minuto de reagdo, mas ao longo do tempo de hidrélise, esta ndo mostra uma diferenca
intensa. O motivo pode ser a variagdo que ocorre no tamanho e no peso molecular dos hidrolisados, ja tendo sido
reportado na literatura que existe um tamanho molecular 6timo para peptideos serem bons emulsificantes, sendo
que os peptideos com peso molecular baixo podem ndo ser anfifilicos o suficiente para apresentarem boas
propriedades emulsificantes (Liu et al., 2014; Klompong et al., 2007). E a amostra preparada com uma poténcia
menor (TV-2), antes da reacdo apresentou metade da capacidade emulsificante da amostra TV-1. Ao longo da
reacdo, TV-2 ndo apresentou diferenca. Logo, independente da forma de preparo da amostra, os valores de
capacidade emulsificante dos hidrolisados obtidos séo similares.
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Figural - Grau de hidrélise (a) e teor de aminoacidos aromaticos (b) durante hidrolise enzimatica de
suspensdo de Tira-Vira obtida em média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento.
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Figura2 - indice de atividade emulsificante (a) e atividade antioxidante (b) dos hidrolisados de suspenso de
Tira-Vira obtida em média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento.

Analisando os efeitos quanto a atividade antioxidante utilizando ORAC, observou-se perfis similares
de atividade ao longo da reacdo, independente da forma de obtencdo. O ganho de atividade frente ao valor
inicial (Br) foi mais expressivo apenas no primeiro minuto reacional (Oh), alcangando pouco mais de 800
pmol TE por grama de proteina, frente aos 600 iniciais. Alguns fatores como enzima utilizada, condi¢des de
hidrélise, composicdo de aminoacidos e pequenos peptideos livres afetam a atividade antioxidante dos
hidrolisados proteicos (Klompong et al., 2007) e podem ter contribuido para o resultado obtido.

4. CONCLUSOES

Para as condicBes estudadas, a poténcia de processamento da suspensdo de tira-vira ndo demonstra
influéncia na qualidade do hidrolisado obtido. O uso de poténcia mais elevada s6 se faz necessério caso haja
necessidade de obter um hidrolisado com maior teor de aminoacidos livres.
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