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RESUMO
ALVES, Ingrid Dal Cin. Obtencéo de hidrolisado proteico de residuo de Tira-Vira (Percophis
brasiliensis). Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Elevadas taxas de producdo de pescado, em especial o pescado beneficiado, vem gerando
maiores quantidades de residuos que tem potencial de se transformar em coprodutos com
valor agregado. Dentre os produtos possiveis de se obter a partir de residuos de pescado, tem-
se as proteinas hidrolisadas. Além de ser fonte de aminoacidos essenciais, esse tipo de
produto pode apresentar funcionalidades tecnoldgicas e/ou bioldgicas. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo, via hidrolise enzimatica, para obtengédo
de hidrolisado proteico a partir de residuo de Tira-Vira (Percophis brasiliensis) com
capacidade antioxidante e emulsificante. A pasta de Tira-Vira foi obtida a partir do residuo
oriundo da extracdo de carne mecanicamente separada (CMS) e caracterizada quanto a
composicdo bromatoldgica e teor de aminoacidos. As condicdes de hidrélise com Alcalase
foram definidas a partir de um planejamento fatorial 2° onde pH (6 a 9), temperatura (30 a 60
°C) e razdo enzima:substrato (E:S, na faixa de 2 a 15%) foram as varidveis independentes e
grau de hidrolise, teor de aminoécidos aromaticos livres, atividade antioxidante (ORAC) e
capacidade emulsificante foram as variaveis dependentes. O maior grau de hidrolise (45,24%)
foi observado sob as condi¢des de pH 6, 45°C e razdo E:S 8,5% em 4 horas de reacdo,
permanecendo o mesmo ao final de 5 horas. O teor de aminoacidos aromaticos livres, que
também indica o avanco da hidrdlise, aumentou em media aproximadamente 5 vezes em um
minuto de reacdo, e ap6s uma hora o aumento médio foi de quase 8 vezes. A atividade
antioxidante dos hidrolisados obtidos apresentou valores que variaram de uma faixa de 397 a
2860 pmol Trolox/g apds 5 horas de hidrolise, sendo a atividade méxima obtida (2953 pumol
Trolox/g) a pH 7,5, temperatura 60 °C e razdo E:S 8,5% apds 4 horas de hidrdlise. As
propriedades emulsificantes estudadas foram expressas em indice de atividade emulsificante
(EAIl — emulsifying activity index) e indice de estabilidade da emulsdo (ESI — emulsion
stability index). O EAIl méaximo (68,9 m?/g) foi obtido em pH 7,5; 60 °C, E:S 8,5% apos 4
horas de hidroélise, e 0 ESI maximo (42 minutos) foi obtido ap6s 1 minuto de processo em pH
6, 45 °C e E:S 8,5%. A condicdo em que foram observados os maiores valores de atividade
antioxidante e de indice de atividade emulsificante foi 7,5; 60 °C, E:S 8,5%, porém a escolha
das condices de hidrdlise sdo dependentes do perfil de produto desejado.

Palavras-chave: residuo de pescado, hidrélise enzimatica, Alcalase, atividade antioxidante,
atividade emulsificante, estabilidade de emulsao.



ABSTRACT
ALVES, Ingrid Dal Cin. Obtainment of protein hydrolysate from Brazilian Flathead
(Percophis brasiliensis) residue. Dissertation (Master in Chemical Engineering, Chemical
Technology). Technology Institute, Chemical Engineering Department, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

High fish production rates, especially processed fish, have generated high amounts of waste
that has the potential to become added value co-products. Among the products that can be
obtained from fish residues, there are hydrolysed proteins. In addition to being a source of
essential amino acids, this type of product may have technological and/or biological
functionalities. In this context, this work objective was to develop a process, via enzymatic
hydrolysis, to obtain protein hydrolysate from Brazilian Flathead (Percophis brasiliensis)
residue with antioxidant and emulsifying capacity. Brazilian Flathead paste was obtained
from the residue from mechanically separated meat (MSM) extraction and characterized by its
bromatological composition and amino acid content. Hydrolysis conditions with Alcalase
were defined from a 23 factorial design where pH (6 to 9), temperature (30 to 60 °C) and
enzyme:substrate ratio (E:S, in the range of 2 to 15%) were independent variables and degree
of hydrolysis, free aromatic amino acid content, antioxidant activity (ORAC) and emulsifying
capacity were dependent variables. The highest degree of hydrolysis (45,24%) was observed
under the conditions pH 6, 45 °C and E: S ratio 8.5% at 4 hours of reaction, remaining the
same after 5 hours. Free aromatic amino acid content, which also indicates the progress of
hydrolysis, on average, increased approximately fivefold in one minute of reaction, and after
one hour the average increase was almost eightfold. Antioxidant activity of the obtained
hydrolysates ranged from 397 to 2860 pumol Trolox/g after 5 hours of hydrolysis, with the
maximum activity (2953 pumol Trolox/g) at pH 7,5, temperature 60 °C and E:S ratio 8,5%
after 4 hours of hydrolysis.. The emulsifying properties studied were expressed as emulsifying
activity index (EAI) and emulsion stability index (ESI). The maximum EAI (68.9 m?/ g) was
obtained at pH 7,5; 60 °C, E: S 8.5% after 4 hours of hydrolysis, and the maximum ESI (42
minutes) was obtained after 1 minute of process at pH 6, 45 °C and E: S 8.5. The condition in
which the highest antioxidant activity and emulsifying activity index values were observed
was 7.5; 60 ° C, E: S 8.5%, however the choice of hydrolysis conditions are dependent on the
desired product profile.

Key-Words: fish residue, enzymatic hydrolysis, Alcalase, antioxidant activity, emulsifying
activity, emulsion stability.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - O peixe Tira-Vira (Percophis brasiliensis) (a) inteiro e (b) descabecado e

filetado (Fonte: AULOIIa PrOPIIA). ...co.coveiiirieieierieieie sttt 4
Figura 2 - Enzima com o substrato em seu sitio ativo (Fonte: UNIVERSIDAD DE
BARCELONA, 2018). ..oecitiiiiieiie ettt ettt et s b et e e s aa e e be e abeeetaesaeesbeesnneereens 6
Figura 3 — Uma das estruturas da subtilisina (EC 3.4.21.62) (Fonte: BRENDA, 2018).
.................................................................................................................................................... 8
Figura 4 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica, onde o ponto A representa o
ponto 6timo (Fonte: Adaptado de LEE & DEMAN, 2018). ........ccoceiiiriiniineneee e 10
Figura 5 - Efeito do pH na atividade enzimatica (Fonte: Adaptado de LEE & DEMAN,
70 ) RSP PPRS 11
Figura 6 - Efeito da concentracdo enzimatica na velocidade da reacdo enzimatica
(Fonte: Adaptado de LEE & DEMAN, 2018). .....cccoiiiiiieieieiienie e 11
Figura 7 - Efeito da concentracdo de substrato na velocidade da reacdo enzimatica
(Fonte: Adaptado de LEE & DEMAN, 2018). .......coiiiiiieieieniesie et 12
Figura 8 - Processamento de subproduto de pescado em despolpadeira (Fonte: MAY,
0 ) TSRS 16
Figura 9 - Processamento da pasta para a obtencdo da suspensdo a ser hidrolisada
(FONEE: AULOTTA PIOPIIA). . uevevereetieteseeieeie sttt ettt sttt ettt b et e s e be b e besbe st eneene e 18

Figura 10 - (a) Sistema de hidrdlise composto por pHmetro, reator encamisado,
agitador, bureta e banho ultratermostato. (b) Banho maria para interromper a reacao (Fonte:

YN Lo T o] 0] o £ T- ) OSSR 19
Figura 11 - Espectrofotometro para leitura da absorbancia das amostras (Fonte:
YN Lo T o] 0] o £ T- ) OSSR 20
Figura 12 - Fluorimetro utilizado na analise ORAC (Fonte: Autoria propria). ............ 21

Figura 13 - Sistema utilizado para a anélise de EAI e ESI (Fonte: Autoria propria). ..23
Figura 14 - Grau de hidrélise durante hidrélise enzimatica de suspensdo de Tira-Vira

obtida em média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento. .........cccccevvererervrnernne 27
Figura 15 - Teor de aminoacidos aromaticos durante hidrélise enzimatica de suspensédo
de Tira-Vira obtida em média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento. ................ 28
Figura 16 - Indice de atividade emulsificante dos hidrolisados de suspensdo de Tira-
Vira obtida em média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento. ...........ccccceerveeennen. 29
Figura 17 - Atividade antioxidante dos hidrolisados de suspensdo de Tira-Vira obtida
em média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento. ...........ccecververiererrereseseseseanns 29
Figura 18 - Grafico de grau de hidrolise dos experimentos do planejamento na faixa
FINAL MATOT QUE 2090 ...ttt 31
Figura 19 - Grafico de grau de hidrolise dos experimentos do planejamento na faixa
FINAL ENTIE 2090 € 15%0. ..eeuiiieie ettt ettt e e sre et are e te e nreenreenee e 32
Figura 20 - Grafico de grau de hidrolise dos experimentos do planejamento na faixa
FINAL MENOT QUE 1590, ...ttt bbbttt ne e 32
Figura 21 - Superficies de resposta para o grau de hidrolise nas condicdes: (a) 1 hora e
E:S 2%, (b) 1 horae E:S8,5% € (C) 1 hora € E:S 15%0. ....ccevviiieiiiiiiiiieeeieee e 35
Figura 22 - Superficies de resposta para o grau de hidrolise nas condi¢es: (a) 3 horas
e E:S 2%, (b) 3 horas e E:S 8,5% e (C) 3h0oras € E:S 15%. .....ccccocvviriniiiniiieese e 36
Figura 23 - Superficies de resposta para o grau de hidrolise nas condicGes: (a) 4 horas
e E:S 2%, (b) 4 horas e E:S 8,5% e (C) 4 horas € E:S 15%. .....cccooeviriiiniiiieee e 37

Figura 24 - Gréaficos de teor de aminoacidos aromaticos dos experimentos do
planejamento na faixa final maior que 4 Mg/ML. ... 39



Figura 25 - Graficos de teor de aminodcidos arométicos dos experimentos do

planejamento na faixa final entre 4 € 2 Mg/ML. ..o iii e 39
Figura 26 - Graficos de teor de aminodcidos arométicos dos experimentos do
planejamento na faixa final menor que 2 MG/ML.........cccoviieiiiie i 40
Figura 27 - Superficies de resposta para o teor de aminodcidos aromaticos nas
condicdes: (a) 1 hora e E:S 2%, (b) 1 horae E:S 8,5% e (c) 1 horae E:S 15%..........cccuo....... 43
Figura 28 - Superficies de resposta para o teor de aminoécidos aromaticos nas
condicdes: (a) 3 horas e E:S 8,5% € (b) 4 horas € E:S 8,5%0. .....ccccvveevveieiieieeie e 44
Figura 29 - Gréficos de atividade antioxidante dos experimentos do planejamento na
faixa final maior que 2000 MOl TTOIOX/Z. ..oivviiiiiiiiiie it 45
Figura 30 - Gréficos de atividade antioxidante dos experimentos do planejamento na
faixa final entre 2000 € 800 UMOI TTOIOX/Z. .vvviiiiiiiiiie it 46
Figura 31 - Gréficos de atividade antioxidante dos experimentos do planejamento na
faixa final menor que 800 UMOI TTOIOX/E. ..oeivviiiiiiiiiic e 46
Figura 32 - Superficies de resposta para a atividade antioxidante nas condi¢es: (a) 1
horae E:S 2%, (b) 1 horae E:S 8,5% e (C) 1 hora € E:S 15%. ......ccccovevveieeiiiieiiece e 50
Figura 33 - Superficies de resposta para a atividade antioxidante nas condi¢des: (a) 3
horas e E:S 2%, (b) 3 horas e E:S 8,5%, (C) 3 horas € E:S 15%. ........ccccceevveiviieiieieeieieenne 51
Figura 34 - Superficies de resposta para a atividade antioxidante nas condi¢des: (a) 4
horas e E:S 2%, (b) 4 horas e E:S 8,5% € () 4 horas € E:S 15%........ccccccovveviveieiieieiiciienn 52
Figura 35 - Gréaficos de Indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity
index) dos experimentos do planejamento na faixa final maior que 50 M%/g.........cccccevvveveneeee. 53
Figura 36 - Gréaficos de Indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity
index) dos experimentos do planejamento na faixa final entre 50 & 30 M%/g. .......occoevveveenen. 54
Figura 37 - Gréficos de Indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity
index) dos experimentos do planejamento na faixa final menor que 30 M%/g..........ccccocv....... 54

Figura 38 - Graficos de indice de estabilidade da emulsdo (ESI - emulsion stability
index) dos 17 experimentos do planejamento. .........ccccveveiiiiieiininese e 55



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Niveis das variaveis independentes utilizadas no estudo. ..............cccceeveee. 23
Tabela 2 - Planejamento experimental 23 para as variaveis escolhidas......................... 24
Tabela 3 - Composicdo centesimal da pasta de residuo de Tira-Vira e de CMS de
outras espécies de peixe reportadas Na HEratura. ..........cccoererereiesesieeieesiere e 25
Tabela 4 - Perfil de aminoacidos da pasta de residuo de Tira-Vira..........ccccceeverveennne. 26
Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de grau de
hidrolise obtidos no planejamento nos trés tempos escolhidos (continua)............ccccceevveivvennene 33
Tabela 6 - Respostas de grau de hidrolise obtidas do planejamento fatorial 23 para os
tréS temMPOS ESCOINIAOS. ....viieieiecee et re e e 34
Tabela 7 - Dados experimentais e preditos para a validacdo dos modelos de grau de
NEATOLISE. ..t b e bbbt et e et bbb b e nre s 38
Tabela 8 - Respostas de teor de aminoacidos aromaticos obtidas do planejamento
fatorial 23 para 0s trés tempos eSCOINIAOS. .......c.ccveieeieiic e 41
Tabela 9 - Andlise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de teor de
aminoéacidos aromaticos obtidos no planejamento nos trés tempos escolhidos. ...................... 42
Tabela 10 - Dados experimentais e preditos para a validacdo dos modelos de teor de
aminoacidos aromaticos lvres (MQ/ML). ....c.oiieiioece e 44
Tabela 11 - Respostas de atividade antioxidante obtidas do planejamento fatorial 23
para 0S trés tempos €SCOINIAOS. ........ciiiiiiicceece e 48
Tabela 12 - Anélise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de atividade
antioxidante obtidos no planejamento nos trés tempos escolhidos. .........ccccccevvveiiiiciecciecen, 49

Tabela 13 - Anélise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais do indice de
atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) obtidos no planejamento nos trés
TEMPOS ESCOINTAODS. ...t bbb 57

Tabela 14 - Anélise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais do indice de
estabilidade da emulsdo (ESI - emulsion stability index) obtidos no planejamento nos trés
TEMPOS ESCOINIAOS. ... bbb 58



2.2

2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

4.1
4.2

5
6

SUMARIO

LR T0] 16 107-Y 1RO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeee e et e e e e e s e e en e, 3
RESIDUO DE PESCADO COMO FONTE PROTEICA ..o oo e 3
2.1.1 Cenario de producdo e COMErcio de PESCAAD .........ccveeruerieerierieieiese e 3
2.1.2 Residuo de processamento de PESCATO. ........c.ccuereerieiieeieerie e ese e e 3
203 T AV e 4
BN Z M A S ettt 1ttt ettt ettt nn e e e e e e nnnnnnnnnnnrne 5
2.2.1 Nomenclatura e classificagao de ENZIMAS .........coerverireriririeeeiee e 6
2.2.2 HIOIOIASES....cce oo ettt e e e et e e e et e e e e e e e e e eeeaeens 7
2.2, 3 PrOTBASES ... e et ee e e et e e arrr————— 8
PRODUCAOQ DE HIDROLISADOS PROTEICOS ...vvviiiivviieeiiiiiieeseitriee e s streeeessivaeeessnnvseeessanens 9
2.3.1 Fatores que influenciam reag0es eNZIMALICAS ........coevvrereereneieese s 9
2.3.2 GraU e NIAIOIISE ... ettt e e e eeeeeens 12
2.3.3 AtIVIdade antioXIAANTE ....cooeeeeeeeeeeeeee e 13
2.3.4 Propriedades eMuUISITICANTES.........cccucviiiiiiieir e 14
MATERIAIS E METODOS ...ttt et et e e ee e erees e eeer e s ee e e s ae e en e 16
PROCESSAMENTO DO RESIDUO DE TIRA-VIRA .. oo oo 16
COMPOSIGAO CENTESIMAL DA PASTA ...ttt ettt e svae et e e e nnnee e 16
PERFIL DE AMINOACIDOS . ...ttt ee et ee e e e et e e e e e e et e et et e e e e e e e 17
HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS DE TIRA-VIRA .. coeeoe et 17
GRAU DE HIDROLISE ... e e oo, 19
TEOR DE AMINOACIDOS AROMATICOS LIVRES ... oottt e e e 20
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .eeetttuiiiteeeteteestnssssesssesesssssassesssesessssstsssseseessannsereeeseeens 20
PROPRIEDADES EMULSIFICANTES ... eeeete ettt et e e e e e e e e e e e e e e e 22
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA oovneeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt e e e e es et s e e esaeesarananane 25
CARACTERIZAGAO DA PASTA ..ottt ettt tee st e st e e st e st e e e sntn e e nnneeennneeens 25
HIDROLISE ENZIMATICA DA PASTA DE TIRA-VIRA COM ALCALASE .....oevvvvveeeeeeeeeeenns 26
4.2.1 Estudo preliminar das condigdes de hidrolise..........cccoovireneiiiiniieec e 26
4.2.2 Otimizacdo da hidrélise de tira-vira com AlCalase ..........ccccevvveveiieiecie s, 30
4,221 GraU de HIUIOIISE ..ot e e e e e e e e e e e 30
4.2.2.2 Teor de AmIn0Acidos AromMAtiCOS LIVIES.......ooeeoe oo 38
4.2.2.3 ALIVIHAdE ANTOXIAANTE ....oeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 44
4.2.2.4 Propriedades EMUISITICANTES.........ccceiiiieiicie e 52
(010 N[0 I U1 T 60
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTURODS ..., 61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot e e es s e eenar s 62



1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios que as industrias de alimentos vém enfrentando atualmente é
a geracdo de residuos. A minimizagdo da geracdo, transporte, descarte correto e
aproveitamento desses residuos sdo cada vez mais debatidos para que solucdes eficazes e de
baixo custo sejam encontradas. Nesse cenario, uma industria que se destaca é a de
beneficiamento de pescado. O aumento do consumo de peixes acarreta no aumento da
producdo e vem gerando quantidades altas de residuos que tem potencial de se transformar em
coprodutos com maior valor agregado. Os residuos provenientes do processamento de
pescado podem ser aproveitados de diversas formas, como producdo de farinha e 6leo de
peixe, silagem e proteina hidrolisada. A hidrolise enzimética se apresenta como uma boa
alternativa, visto que a transformacdo das proteinas em peptideos menores e aminoéacidos
pode conferir melhores caracteristicas nutricionais e funcionais ao material (PACHECO-
AGUILAR; RAMIREZ-SUAREZ; MAZORRA-MANZANO, 2008). Os hidrolisados
proteicos resultantes podem ser utilizados pelas industrias de alimentos como suplementos
proteicos, na producdo de surimi e salsichas, como estabilizadores de bebidas e realgadores de
sabor (DOS SANTOS et al., 2011).

Proteases de fontes vegetais, animais e microbianas foram utilizadas em diversos
estudos de hidrolise de proteinas de pescado, porém de um ponto de vista técnico e
econdmico, enzimas derivadas de fontes microbianas se mostraram mais promissoras na
hidrolise desse tipo de matriz. A Alcalase € uma serino-protease considerada alcalina e obtida
a partir do microorganismo Bacillus licheniformis por fermentagdo submersa. Apresenta uma
ampla faixa de pH (pH 6 a 10), onde seu 6timo localiza-se entre pH 8 e 9. Essa enzima
comercial é termoestavel e apresenta seu 6timo entre 55 e 60 °C, mas pode ser aplicada a
temperaturas de atée 70 °C. Além disso, possui uma especificidade ampla e cliva varios tipos
de ligacOes peptidicas, preferencialmente aquelas contendo residuos hidrofébicos no lado
carboxilico. (ADLER-NISSEN, 1993; GUERARD et al., 2001)

O pescado se apresenta como um alimento de qualidade, sendo geralmente pobre em
gorduras saturadas, carboidratos e colesterol, e proporcionando proteinas de alto valor e uma
ampla gama de micronutrientes essenciais, incluindo varias vitaminas, minerais e acidos
graxos poliinsaturados da série dmega-3. A percentagem comestivel do pescado varia entre
30% e 60% dependendo da espécie e o tipo de beneficiamento ao qual foi submetido, e sua
composicdo varia de 60% a 85% de umidade, aproximadamente 20% de proteina bruta, 1% a
2% da fracdo cinza e 0,6% a 36% de lipideos. O alto valor nutritivo das proteinas de pescado
se deve a um perfil completo de aminoé&cidos, principalmente de aminoacidos essenciais.
(BORGHESI et al., 2013)

Dentre os pescados comercializados em territorio nacional, a espécie Percophis
brasiliensis, popularmente conhecida como Tira-Vira, tem uma expressiva captura no Brasil e
na Argentina e é comercializada na forma de filés, tendo um baixo valor comercial. No estado
do Rio de Janeiro sua producdo também se destaca, tendo sido capturados mais de 2000 kg da
espécie apenas no municipio de Macaé em 2016 (FIPERJ, 2017).

Alguns estudos com essa espécie sdo encontrados na literatura, como a estimacao de
pardmetros de crescimento desse peixe em diferentes areas de captura (PERROTTA,;
FERNANDEZ GIMENEZ, 1996); anlise da atividade reprodutiva da espécie (MILITELLI;
MACCHI, 2001); o uso de parasitas presentes no Tira-Vira como marcadores biologicos
(BRAICOVICH; TIMI, 2008) e a avaliacdo do perfil quimico da carne de Tira-Vira (DINIZ
et. al.,, 2013). No sentido de encontrar novas formas de aproveitamento dos residuos de
filetagem do peixe Tira-Vira, Guimardes et. al. (2018a) estudou o desenvolvimento de
salsicha a partir da carne mecanicamente separada (CMS) deste peixe. Nenhum estudo, no
entanto, foi encontrado até o momento propondo o uso da carne de P. brasiliensis para a
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producdo de hidrolisados proteicos, tdo pouco o aproveitamento de residuos desta espécie
para esta finalidade.

Dentro desse contexto, o objeto do presente estudo foi desenvolver um processo, via
hidrolise enzimatica, para obtencdo de hidrolisado proteico a partir de residuo do
processamento da CMS de Tira-Vira (Percophis brasiliensis) com capacidade antioxidante e
emulsificante.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Residuo de Pescado como Fonte Proteica
2.1.1 Cenério de producdo e comércio de pescado

O consumo de pescado vem apresentando aumento nos ultimos anos. O aumento
médio anual de consumo alimenticio de pescado € de 3,2%, desde a década de 60 até 0s anos
atuais, superando o crescimento da populacdo mundial que é de 1,6% e ultrapassando o de
consumo de carne proveniente de todos os animais terrestres combinados. Alguns fatores
estimularam esse aumento no consumo, como 0 aumento da producédo de pescado e a reducgédo
do desperdicio (FAO, 2018).

No ano de 2016, a producdo mundial de pescado por meio de captura e de aquicultura
foi de 90,9 e 80 milhdes de toneladas, respectivamente. A China se destaca como o maior
produtor, com uma captura marinha de pouco mais de 15 milhdes de toneladas (FAO, 2018).

O fornecimento brasileiro de pescado com destino alimentar teve uma média anual
estimada de 1972000 toneladas, entre os anos de 2013 e 2015, sendo a média da producéo
brasileira de pescado estimada em 1327000 toneladas. Nesse periodo, as exportacdes
brasileiras de pescado foram inferiores as importacdes, sendo 40 mil toneladas exportadas e
757 mil toneladas importadas. Até 2025, projeta-se um crescimento de 44,1% no
fornecimento e de 48,6% de na producdo de pescado (FAO, 2016). Apesar de sua importancia
econdmica e de ser uma atividade tradicional no Brasil, a produgdo de pescado de origem
marinha ndo é conhecida com preciséo (FIPERJ, 2018).

O estado do Rio de Janeiro apresenta uma expressiva producdo de pescado tanto pela
pesca extensiva quanto pela aquicultura, sendo apontado como o terceiro maior produtor
nacional de pescado marinho e estuarino. O monitoramento da pesca comegou a ser realizado
pela Fundacdo Instituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro (FIPERJ) em 21 municipios
costeiros em julho de 2017 e de acordo com os dados parciais dos primeiros meses de
acompanhamento, divulgados no Relatério Anual de 2017, a producdo observada foi superior
a 8000 toneladas (FIPERJ, 2018).

2.1.2 Residuo de processamento de pescado

O processamento de pescado gera grandes quantidades de residuos sélidos e liquidos.
Residuos de pescado sdo partes do peixe que ndo sao adequadas para 0 CoONsumo, COMO 0SSOS,
visceras e cabecas. A percentagem comestivel do pescado varia entre 30% e 60% dependendo
da espécie e do tipo de beneficiamento ao qual é submetido (BORGHESI et al., 2013; MO,
2018).

O principal aproveitamento desses residuos de pescado € a producdo de farinha e dleo
de peixe, que sdo muito utilizados em alimentacdo animal. Peixes frescos e/ou residuos de
processamento de pescado sdo cozidos em digetor em alta temperatura, aproximadamente
110°C e posteriormente submetidos a uma prensagem que remove o licor, uma mistura de
0leo de peixe, agua e proteina soluvel. Esse licor é centrifugado obtendo-se o 6leo de peixe
que posteriormente é refinado. A torta obtida na prensagem passa por secagem e moagem,
dando origem a farinha de peixe (SHEPHERD & JACKSON, 2013; VIDOTTI &
GONGALVES, 2006).

Outra forma de se aproveitar os residuos provenientes de processamento de pescado é
a silagem, que também pode ser empregada na alimentacdo animal. Esse processo é bastante
simples e de baixo custo, sendo necessario apenas um triturador, agitador e um silo. O pH da
massa de residuo triturada é acidificado e por meio da acdo das enzimas presentes no préprio
tecido, o produto € liquefeito. A acidificacdo pode ser feita pela adigdo de &cidos minerais ou



organicos, ou pela adicdo de microorganismos produtores de acido latico juntamente com uma
fonte de carboidratos (VIDOTTI & GONCALVES, 2006).

A carne mecanicamente separada (CMS) de pescado é um coproduto gerado a partir
do residuo de pescado, podendo ser constituido de uma espécie ou uma mistura de especies.
Sua obtencdo é através de separacdo mecanica com o auxilio de maquinas separadoras de
carne e 0ssos. O Regulamento técnico estabelece parametros para a fixacdo de identidade e
qualidade de CMS, sendo caracteristicas necessarias um minimo de 12% de proteina e um
méaximo de 30% de gordura. Uma boa alternativa para aumentar o aproveitamento de carcacas
e reduzir as perdas no processo produtivo, a CMS é utilizada em diversos produtos como
hambdrgueres, salsichas, linguicas, empanados, alméndegas, patés, enlatados e outros
(GUIMARAES et al., 2017).

Estudos vém sendo feitos no sentido de desenvolver alternativas para a utilizagédo
desses residuos como matéria-prima de produtos de maior valor agregado, como alimentos
(GUIMARAES et al., 2018a), biocombustiveis (COSTA et al., 2013; JAYASINGHE &
HAWBOLDT, 2013; SANTOS et al., 2015), cosméticos (MORIMURA et al. 2002), solugdes
enzimaticas (SARANYA et al., 2018), produtos farmacéuticos (HSU; LI-CHAN; JAO, 2011;
HALIM, 2018), entre outros.

2.1.3 Tira-vira

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, o tira-vira também é conhecido 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). Com um corpo alongado e fusiforme, a musculatura dessa espécie
é clara, como é possivel ver na Figura 1 (BARRETTO et al., 2011; SANCHEZ PASCUA et
al., 2010).

a |

(b)

Figura 1 - O peixe Tira-Vira (Percophis brasiliensis) (a) inteiro e (b) descabecado e filetado (Fonte: Autoria
prépria).



O principal destino comercial interno do Tira-vira é a venda do peixe fresco, sendo
também exportado na forma de files congelados. A captura do P. brasiliensis ocorre,
frequentemente, como espécie ndo-alvo na modalidade de pesca de arrasto duplo que tem
como espécie alvo o camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis e F. brasiliensis), sendo
incluido na categoria mistura, que é de baixo valor comercial e que sdo devolvidos ao mar
quando capturados muito jovens e de tamanho reduzido. A crescente captura da espécie pode
ser vista no histdrico de produgdo mundial de 1997 a 2015 contido no Quadro 1 (QUIRINO-
DUARTE et. al., 2009; SANCHEZ PASCUA et al., 2010).

Quadro 1 - Histérico de produgdo mundial do Tira-Vira. Fonte: FAO - Food and Agriculture Organization of
the United Nations.

Ano Producao de Tira-Vira (t)

Brasil Argentina Uruguai Total
1997 412 11475 - 11887
1998 514 9670 - 10184
1999 709 7897 1 8607
2000 607 7255 - 7862
2001 633 8324 0 8957
2002 747 5433 0 6180
2003 714 6268 0 6982
2004 696 6101 0 6797
2005 738 7741 0 8479
2006 593 8546 0 9139
2007 941 7636 0 8577
2008 741 8076 - 8817
2009 818 8068 - 8886
2010 772 7784 - 8556
2011 719 7961 - 8680
2012 782 8185 - 8967
2013 675 6276 - 6951
2014 815 7882 - 8697
2015 735 8889 - 9624
2016 735 7188 - 7923

Alguns trabalhos com o tira-vira ja foram feitos, no sentindo de entender seu
desenvolvimento e reproducdo, a influéncia das diferentes areas onde é encontrado, perfil
quimico de sua carne e desenvolvimento de formulacdes de alimentos com seus residuos,
como surimis e salsichas (PERROTTA; FERNANDEZ GIMENEZ, 1996; MILITELLI;
MACCHI, 2001; BRAICOVICH; TIMI, 2008; DINIZ et. al., 2013; GUIMARAES et al.,
2018a). Na literatura pesquisada, no entanto, ndo foi encontrado até o momento nenhum
estudo propondo o uso da carne ou dos residuos dessa espécie para a producao de hidrolisados
proteicos.

2.2 Enzimas

Enzimas sdo substancias bioldgicas que iniciam ou aceleram a velocidade de reacGes
bioquimicas em organismos vivos e ndo sdo consumidas durante o processo. Geralmente
estruturas proteicas, enzimas também podem ser anticorpos ou moléculas de RNA. Devido a
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sua estrutura, as enzimas apresentam uma alta especificidade para reagfes ou substratos,
como pode ser visto na Figura 2, podendo ser uma especificidade (KUDDUS, 2019;
NAJAFPOUR, 2015):

e absoluta, onde apenas uma reacdo é catalisada;

e de grupo, agindo apenas em moléculas que tém grupos funcionais especificos;

e de ligacdo, agindo em um tipo particular de ligagdo quimica;

e estéreo quimica, agindo em um isdbmero estérico ou 6tico particular.

Figura 2 - Enzima com o substrato em seu sitio ativo (Fonte: UNIVERSIDAD DE BARCELONA, 2018).

Algumas enzimas necessitam de substancias ou pequenas moléculas para atingir a sua
capacidade catalitica, que sdo conhecidas como cofatores, que podem ser de dois tipos,
coenzimas ou grupos prostéticos. Coenzimas sao moléculas organicas que se ligam a enzimas
através de ligacBes mais fracas, auxiliando no seu funcionamento e deixando o sitio ativo da
enzima ao fim do ciclo catalitico. Grupos prostéticos sdo considerados por¢des ndo
aminoacidicas que ligam as enzimas de maneira mais forte, ajudando também em seu
desempenho e continuando ligada a enzima ao fim da reacdo catalitica. A enzima inativada
recebe 0 nome de apoenzima e 0 conjunto ativo de apoenzima e cofator € nomeado como
holoenzima (FISCHER, 2010).

2.2.1 Nomenclatura e classificacdo de enzimas

Enzimas sdo comumente nomeadas pela adi¢cdo do sufixo -ase ao nome dos substratos,
como urease, amilase e tirosinase, que catalisam reacdes envolvendo uréia, amido e tirosina,
respectivamente. Sua nomenclatura também pode se referir ao tipo de reagdo que a enzima
catalisa, como desidrogenases e descarboxilases que catalisam a remocdo de hidrogénio e
radical carboxila de diferentes substratos, respectivamente. Algumas enzimas também
recebem nomes arbitrarios, como a pepsina e quimotripsina (BLANCO, 2017).

Antes da criacdo de uma maneira sistematica para a nomeacao das enzimas, a mesma
enzima poderia receber dois nomes diferentes dependendo do contexto em que foi estudada
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ou diferentes enzimas poderiam receber o mesmo nome, o que dificultava a interpretacédo de
resultados publicados. Para fins de melhor identificacdo, em 1956, a IUB (International Union
of Biochemistry, sendo hoje International Union of Biochemistry and Molecular Biology,
IUBMB) nomeou a Comissdo de Enzimas (Enzyme Commission, EC), com a finalidade de
criar uma metodologia racional para classificacdo e nomenclatura de enzimas. Criou-se entdo
0 numero EC (Enzyme Commission number), que consiste em um codigo composto por 4
nameros que identifica as enzimas. A classificacdo proposta pela EC estabeleceu trés niveis
hierarquicos: classes, subclasses e sub-subclasses. Cada um desses niveis foi estabelecido
atendendo caracteristicas especificas da reacdo a ser catalisada, como a natureza do substrato
e 0S grupos quimicos envolvidos na reacdo. O primeiro, segundo e terceiro conjuntos de
digitos referem-se a classe, subclasse e sub-subclasse, respectivamente. O quarto digito
identifica enzimas individuais dentro de uma dada sub-subclasse (TALENS-PERALES et al.,
2016).

Foram estabelecidos 6 grandes grupos ou classes, sendo em 2018 adicionada uma
nova classe, de acordo com as reacdes que as mesma catalisam (KUDDUS, 2019; TIPTON,
2018):

e Oxidorredutase (EC 1) — Catalisam reacGes redox nas quais atomos de hidrogénio ou
oxigénio ou elétrons sdo transferidos entre moléculas. Estdo incluidas nessa classe as
desidrogenases, que estdo envolvidas na transferéncia de hidreto, as oxidases que sdo
responsaveis pela transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, as oxigenases
que estdo envolvidas na transferéncia de oxigénio do oxigénio molecular e peroxidases
que facilitam a transferéncia de elétrons para o perdxido.

e Transferase (EC 2) — Catalisam a transferéncia de grupos funcionais, como grupos
alquila e glicosil, entre dois compostos, sendo um doador e a outro aceptor. Ndo
entram nessa classe as enzimas classificadas como oxidorredutases e hidrolases.

e Hidrolases (EC 3) — Catalisam reacOes de clivagem de ligagdes C-O, C-N, C-C e
algumas outras em que ocorre a participacdo de agua.

e Liases (EC 4) — Catalisam reacdes de clivagem de ligacdes C-O, C-N, C-C e algumas
outras por eliminacdo, resultando em ligacdes duplas ou anéis. Pertencem a esta classe
as descarboxilases, aldolases, desidratases e algumas pectinases, mas ndo incluem
hidrolases.

e |somerases (EC 5) — Catalisam mudancas geométricas ou estruturais dentro de uma
molécula. De acordo com o tipo de isomerismo, elas podem ser chamadas de
racemases, epimerases, cis-trans-isomerases, isomerases, tautomerases, mutases ou
cicloisomerases.

e Ligases (EC 6) — Catalisam a juncdo de duas moléculas envolvendo a hidrélise de uma
ligagéo difosfato em ATP ou um trifosfato similar.

e Translocase (EC 7) — Catalisam o movimento dos ions ou moléculas atraves de
membranas ou sua separacdo dentro de membranas, a reacdo € designada como uma
transferéncia de “um lado” para “outro lado”, e sua adi¢do a classificacdo de enzimas
em 2018 se deu porque as designagdes “dentro” e “fora” (ou “cis” e “trans”), usadas
anteriormente, podem ser ambiguas.

2.2.2 Hidrolases

Essas enzimas catalisam a clivagem hidrolitica de ligacbes como C-O, C-N, C-C e
algumas outras ligagdes, incluindo ligacdes de anidrido fosforico. As especificidades
sobrepostas de muitas dessas enzimas dificultam a formulacéo de regras gerais aplicaveis a
todos os membros dessa classe. O nome sistemdtico geralmente toma a forma “substrato X-
hidrolase”, onde X ¢ o grupo removido durante a hidrdlise. O nome recomendado €, em

7



muitos casos, formado pelo nome do substrato com o sufixo -ase. Entende-se que o nome do
substrato com este sufixo significa uma enzima hidrolitica. Alguns exemplos de hidrolases
séo lipases, celulases, amilases e proteases (BOYCE & TIPTON, 2001).

Hidrolases poderiam ser classificadas como transferases, visto que a reacdo de hidrdlise
pode ser considerada como uma transferéncia de um grupo especifico para a &gua como o
aceptor. No entanto, na maioria dos casos, a reagdo com a agua como o aceptor foi descoberta
antes e é considerada como a principal fungdo fisioldgica da enzima. Isso justifica o fato
dessas enzimas serem classificadas como hidrolases e ndo como transferases (BOYCE &
TIPTON, 2001).

2.2.3 Proteases

Proteases, também conhecidas como peptidases ou enzimas proteoliticas, sdo enzimas
que catalisam a hidrolise de ligacbes peptidicas presentes em proteinas, polipeptideos e
peptideos, resultando em seus aminoacidos constituintes ou em outros polipeptideos e
peptideos menores. Na classificacdo EC, estas enzimas pertencem a classe 3 das hidrolases e a
subclasse 4, mas também pode ser classificadas de acordo com a fonte de obtencdo (animal,
vegetal ou microbiana), acdo catalitica (exopeptidases ou endopeptidases), sitio ativo, carga,
tamanho molecular ou especificidade para substrato (DOS SANTOS AGUILAR & SATO,
2018).

Os microorganismos representam uma excelente fonte de proteases, sendo também a
principal fonte de producdo comercial devido a aspectos como baixo custo de producdo, boa
estabilidade e especificidade, altas taxas de crescimento levando a curtos periodos de
fermentacdo, sua capacidade de secretar proteinas no ambiente extracelular, e sdo geralmente
reconhecidos como seguros (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA). Muitas
bactérias pertencentes ao género Bacillus sdo importantes produtores de enzimas para
indUstria e pesquisa, tais como Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (DOS SANTOS
AGUILAR & SATO, 2018).

Uma importante enzima comercial produzida pelo microorganismo Bacillus
licheniformis via fermentacdo submersa é a Alcalase, uma enzima alcalina desenvolvida pela
Novozymes para a indUstria de detergentes. Esta enzima consiste em uma solucdo de protease,
onde a enzima dominante € uma subtilisina (EC 3.4.21.62), representada na Figura 3
(KRISTINSSON & RASCO, 2000 (b); LI et al., 2016).

Figura 3 — Uma das estruturas da subtilisina (EC 3.4.21.62) (Fonte: BRENDA, 2018).



Por ter uma ampla especificidade da acdo hidrolitica, as proteases tém diversas
aplicacdes industriais, como na indastria alimenticia para fabricacdo de queijos e
amaciamento de carne, em industria de detergentes para a remog¢do de manchas de origem
proteica, na indUstria de couro em varias etapas para a remocao de proteinas indesejaveis, na
inddstria  farmacéutica para o tratamento de doengas e desordens, entre outras
(GURUMALLESH et al., 2019).

2.3 Producéo de Hidrolisados Proteicos

As proteinas sdo biopolimeros constituidos por aminoacidos, e esses estdo unidos por
ligacGes peptidicas que se ddo entre o grupo carboxila de um aminodcido e o grupo amina de
um aminoacido posterior. As outras partes dos aminoacidos constituem 0s grupamentos
laterais que contribuem para as propriedades estruturais e funcionais das proteinas (ALUKO,
2015).

Para a melhora dessas propriedades estruturais, funcionais, sensoriais, bioldgicas e
nutricionais de proteinas, uma alternativa ¢ a hidrdlise proteica. Hidrolisados proteicos podem
ser definidos como unidades peptidicas resultantes da clivagem de proteinas, mediante a um
processo proteolitico quimico (&cido ou basico) ou enzimatico. Na hidrélise quimica,
utilizam-se acidos inorgénicos ou organicos e bases fortes para facilitar a reacdo. Ja na
hidrolise enzimatica, os catalisadores da reacdo sdo as enzimas, que podem ser de origem
animal, vegetal ou microbiana. O tratamento quimico pode ser perigoso para 0 meio ambiente
e pode destruir alguns aminoacidos. Os métodos enzimaticos se mostram mais vantajosos
porque ocorrem em condic¢des controladas, garantindo a manutencdo da qualidade nutricional
dos hidrolisados e um perfil peptidico definido, e a geracdo de compostos toxicos €
minimizada. Outra vantagem € a reprodutibilidade nas estruturas peptidicas geradas devido a
especificade das reacdes enzimaticas (GALVAO; OETTERER, 2014; OZOGUL et al. 2019).

A hidrdlise enzimatica com enzimas isoladas € um método eficiente para melhorar
propriedades bioldgicas de proteinas como atividades antioxidante, anti-hipertensiva,
antitrombdtico, anticancer e anti-inflamatérios. Sua utilizacdo também pode melhorar
propriedades funcionais tecnolégicas de proteinas como solubilidade, retencdo de agua,
retencdo de Gleo e capacidade emulsificante (WASSWA et al., 2007; SPERANZA et al.,
2019). O potencial desses hidrolisados proteicos vem estimulando estudos para sua aplicacéo
de diversas formas (HSU; LI-CHAN; JAO, 2011; GARCIA-MORENO et al., 2016;
MORALES-MEDINA et al., 2016; XU et al., 2017). Esse bioprocesso sofre influéncia de
diversos fatores, e entre eles podemos destacar a temperatura, pH, razdo entre a concentracao
de enzima e de substrato e tempo (ZAMORA-SILLERO, 2018).

2.3.1 Fatores que influenciam rea¢6es enzimaticas

Esse tipo de reacdo sofre influéncia de diversos fatores, que podem modificar sua
produtividade, bem como as caracteristicas dos hidrolisados resultantes.

e Temperatura - Reagdes enzimaticas sdo afetadas pela temperatura de duas formas,
alterando a taxa de reagdo e a atividade enzimatica. Quando se inicia a rea¢do a uma
baixa temperatura, nota-se que se ocorrer um aumento da temperatura,
consequentemente ocorrera um aumento da taxa de reacdo. 1sso acontece porque o
aumento da temperatura reduz a energia de ativagcdo necessaria para reacao ocorrer por
causa de uma elevagdo no nivel de energia inicial do sistema. Esse aumento é
observado até uma determinada temperatura, chamado ponto 6timo e pode ser visto na
Figura 4, e ap0s esse ponto ocorre um rapido decrescimento na atividade enzimatica.
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Essa queda se deve ao fato da estrutura protéica ser muito sensivel a mudancas de
temperatura e o0 substrato pode nédo se encaixar corretamente na superficie alterada da
enzima (BETTELHEIM et al., 2010; GRAHAME et al., 2015).

Temperaturas levemente maiores ao ponto 6timo levam a alteracdes reversiveis na
conformagdo da enzima e inativacdo ocasionada pode ser revertida por uma
diminuicdo da temperatura. Em temperaturas muito superiores, a proteina sofre
desnaturacdo e a cadeia polipeptidica ndo pode ser rearranjada para sua conformacao
nativa (BETTELHEIM et al., 2010).

{ .

Atividade enzimatica

e e o e o — — — — —— — — — ———— —

Temperatura

Figura 4 - Efeito da temperatura na atividade enzimética, onde o ponto A representa o ponto 6timo (Fonte:

Adaptado de LEE & DEMAN, 2018).

pH — Assim como na temperatura, as enzimas também tem uma faixa de pH 6timo
para seu desempenho, como pode ser visto na Figura 5. O pH influencia reacdes
enzimaticas devido a mudanca de carga em grupos ionizaveis presente na enzima ou
no substrato, que pode afetar a ligacdo do substrato ou diretamente a transformacao
em produto ou ainda a estabilidade enzimatica. Mudancas no pH do meio alteram a
carga ibnica de grupos acidos e béasicos dos aminoacidos que ajudam a manter a
estrutura especifica da molécula enzimatica, particularmente em seu sitio catalitico. Se
exposta a extremos de pH, a enzima pode sofrer uma desnaturagéo e as alteracdes
sofridas pela estrutura da enzima se tornam irreversiveis. A influéncia do pH nas
enzimas também depende da presenca ou auséncia de ions especificos ou ligantes,
temperatura, constante dielétrica, e forca ionica (PARKIN, 1993; TRIPATHI, 2010).
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Figura 5 - Efeito do pH na atividade enzimética (Fonte: Adaptado de LEE & DEMAN, 2018).

e Concentracdo enzimatica — Até determinado ponto, nota-se um crescimento
proporcional da taxa de reacdo com o aumento da concentracao enzimatica (Figura 6).
Isso ocorre porque a concentracdo de enzima é quase sempre muito menor que a
concentracdo de substrato, o que significa muito mais moléculas de substrato
disponiveis do que moléculas de enzima. Porém, a partir de uma concentracdo de
enzima mais elevada, a taxa de reacdo ndo é mais afetada com o aumento de enzima
no meio e fica estagnada, comportamento esse que pode ser explicado pelo fato da
concentracdo de substrato passar a ser o fator limitante da reacdo (BETTELHEIM et
al., 2010; LEE & DEMAN, 2018).

Velocidade de reagdo

v

Concentragdo Enzimatica

Figura 6 - Efeito da concentragdo enzimatica na velocidade da reacdo enzimatica (Fonte: Adaptado de LEE &
DEMAN, 2018).

e Concentracdo de substrato — Considerando uma determinada quantidade de enzima
constante, a velocidade de reacdo inicial aumenta com o aumento da concentragédo
11



inicial de substrato. Sendo a concentragdo de substrato inicial muito inferior a de
enzima, a velocidade inicial cresce de maneira aproximadamente linear porque nem
todas as moléculas de enzima disponiveis estdo combinadas com moléculas de
substrato. Em concentracdes de substrato muito elevadas, ocorre um efeito de
saturacdo onde a velocidade de reacdo cresce muito pouco porgue os sitios ativos das
enzimas disponiveis ja& estdo todos ocupados, alcancando uma faixa plana de
velocidade de reacdo que é chamada de velocidade méaxima, como pode ser visto na
Figura 7 (LEE & DEMAN, 2018).
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Figura 7 - Efeito da concentracdo de substrato na velocidade da reacdo enzimética (Fonte: Adaptado de LEE &
DEMAN, 2018).

2.3.2 Grau de hidrélise

A extensdo da hidrdlise enzimatica de proteinas é geralmente quantificada como o
grau de hidrolise (GH), que expressa a razdo entre as ligacbes peptidicas clivadas (h) e o total
de ligacdes peptidicas (htwtar) €xistentes na cadeia proteica, representado na Equacdo 1. O GH
é classicamente determinado por métodos baseados em dois principios diferentes. Um deles é
baseado na liberacdo de aminoéacidos livres ao longo da hidrélise. E o outro consiste em uma
titulacdo dos prétons liberados durante a hidrélise das ligacGes peptidicas, sendo baseado
nesse principio o método pH-stat. Esta técnica é mais simples e permite um acompanhamento
do grau de hidrélise em tempo real, porém é limitada a um pH por volta de 7 ou superior e a
adicdo de uma base durante o processo pode ser indesejavel dependendo do uso do produto
final (BEAUBIER et al., 2019).

h

GH (%)= — x100 (1)

htotal

Durante a hidrolise, tanto residuos carboxi-terminais quanto amino-terminais sao
liberados, e assim o balanco entre acidos carboxilicos e bases de aminas terciérias fica
dependente do pH do meio reacional. Pode-se, entéo, controlar a reacdo através de um agente
neutralizante para manter o pH constante ao longo da reagdo. Uma correlagdo entre o
consumo do agente neutralizante e o numero de ligagdes peptidicas clivadas pode ser
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estabelecida, tornando possivel o monitoramento do grau de hidrolise através desse método
conhecido como pH-stat (GUADIX et al.; 2008).

Utilizando o método pH-stat, diversos trabalhos monitoraram e avaliaram a reagdo de
hidrolise enzimatica de varias matrizes proteicas, incluindo de pescado, com o0s mais diversos
objetivos. No estudo das propriedades antioxidantes e bioquimicas de hidrolisados proteicos
de carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix), Dong et al. (2008) utilizou a enzima
Alcalase em concentracdo de 0,5% e com condicOes reacionais de pH 8 e temperatura de
60°C resultando em um grau de hidrélise de aproximadamente 23% apds 6 horas de reacéo.
Utilizou também a enzima Flavourzyme em nivel de 0,5% e com pH 7 e 50°C resultando em
um grau de hidrdlise de aproximadamente 9% apds 6 horas de reacdo. Vaquez et al. (2017),
estudando propriedades antioxidantes e anti-hipertensivas de hidrolisados proteicos de
descartes do peixe da espécie Scyliorhinus canicula, obteve diferentes graus de hidrélise para
diferentes condicdes reacionais de pH e temperatura com 1% de Alcalase por 6 horas, sendo o
menor GH (5,61%) a um pH 6,0 e 55 °C e 0 maior GH (29,26%) a um pH 11,1 e 72,7 °C.

2.3.3 Atividade antioxidante

Biomoléculas sdo sensiveis a oxidacdo, o que pode gerar diversos problemas. Um dos
maiores desafios da industria alimenticia atual estd na oxidagdo de lipidios durante
processamento e estocagem de alimentos, acarretando na producdo de compostos toxicos,
além do surgimento de sabores e odores indesejados. Existem estudos que apontam a
oxidacdo de biomoléculas também como uma das causas de varias doengas como cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (HSIEH; FERNANDEZ-TOME;
HERNANDEZ-LEDESMA, 2017; NASRI, 2017).

A oxidacdo é causada por espécies reativas, que sao espécies com um ou mais elétrons
desemparelhados no orbital externo e com capacidade de existéncia independente, conhecidas
também como radicais livres. Para se tornarem estaveis, essas espécies recebem ou doam
elétrons desemparelhados para outras moléculas, que por sua vez se tornam instaveis. Existem
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio, ferro, cobre e enxofre. As espécies reativas de
oxigénio englobam moléculas oxigenadas de radicais livres e ndo livres como perdxido de
hidrogénio (H202), superoxido (O2), oxigénio singlete (1/2 Oy) e radical hidroxila (-OH)
(PISOSCHI; POP, 2015).

Existem compostos que sdo capazes de interromper, suspender ou retardar a reacdo
prejudicial entre um substrato oxidativo e uma espécie reativa, chamados antioxidantes. Um
antioxidante adequado deve gerar, como resultado de uma reacdo em cadeia, um radical
correspondente menos reativo que o radical livre responsdvel pelo inicio do estresse
oxidativo, caso contrario a reacdo radicalar ndo é extinta (LITESCU et al., 2014).

Varios métodos para a medi¢do da capacidade antioxidante sdo conhecidos, e baseados
nos mecanismos de reacdo quimica, sdo divididos basicamente em dois grupos: métodos de
titulacdo redox baseados em reacdo de transferéncia de elétrons (electron transfer - ET) e
métodos baseados em reacdo de transferéncia de &tomos de hidrogénio (hydrogen atom
transfer - HAT) (HUANG; WONG, 2013).

A maioria dos ensaios baseados no método HAT, determina a atividade antioxidante
atraveés de um ensaio cinético de degradacao da sonda por um radical. Devido a sua relevancia
bioldgica e uma meia-vida longa, o radical peroxila (ROO-) é usualmente empregado nos
ensaios. No método de transferéncia de elétrons, o antioxidante doa um elétron para as
espécies reativas (reacdo redox), e muda a sua coloragdo de acordo com a concentracdo de
antioxidante. As espécies reativas usadas no método ET ndo apresentam relevancia bioldgica
e as sondas utilizadas sdo sintéticas. Esses métodos sdo dependentes de pH e de solvente e sua
velocidade de reacdo € menor que a do ensaio baseado em HAT. A importancia do pH €
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justificada devido ao fato de em condic@es acidas o antioxidante é protonado, diminuindo sua
capacidade de reducdo, e em condicdes basicas, 0 antioxidante se dissociaria, 0 que
aumentaria sua capacidade de reducdo (OLIVEIRA; NEVES; BALLUS, 2019).

Os métodos mais utilizados para a medicdo da atividade antioxidante sdo o FRAP
(poder de reducdo do ferro), ABTS (captura do radical orgénico 2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), ORAC (capacidade de absorcdo do radical oxigénio,
que se baseia na captura do radical peroxila induzido pelo 2,2'-azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloreto) e DPPH (captura do radical organico 2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Todos esses
métodos podem ser medidos por espectrofotometria (OLIVEIRA; NEVES; BALLUS, 2019).

Diante dos problemas causados pela oxidacdo de biomoléculas, muitas pesquisas tém
sido feitas na busca de agentes antioxidantes provenientes de fontes naturais que possam
oferecer menos riscos que os sintéticos. Estudos feitos nos ultimos anos, utilizando diversas
técnicas, indicam uma boa atividade antioxidante obtida em hidrolisados proteicos de varias
espeécies de peixes. Klompong et al. (2007) em seu estudo com hidrolisado proteico utilizando
como matriz a espécie Selaroides leptolepis obtiveram, em um grau de hidrolise de 5%, a
atividade antioxidante de 98% e 80%, para hidrolisados produzidos com as enzimas
comerciais Alcalase e Flavourzyme, respectivamente. A espécie Oreochromis niloticus foi
utilizada no trabalho de Foh et al. (2010) para a producéo de hidrolisados proteicos com grau
de hidrolise de 23%, 3% e 5% e com atividade antioxidante de 86,67%, 70,20% e 82%,
utilizando as enzimas Alcalase, Flavourzyme e Neutrase, respectivamente. O trabalho feito
com a espécie Catla catla para produzir hidrolisados com diferentes enzimas resultou em grau
de hidrolise de 6,7%, 7,8%, 12,61% e 10,62% e atividade antioxidante de 64,65%, 70,45%,
67,9% e 77,92%, sendo as enzimas usadas a Alcalase, Flavourzyme, Protamex e Bromelina,
respectivamente (ELAVARASAN; NAVEEN KUMAR; SHAMASUNDAR, 2014).

2.3.4 Propriedades emulsificantes

Além de propriedades nutricionais e bioldgicas importantes, os hidrolisados proteicos
também possuem propriedades funcionais tecnoldgicas de alto interesse para industria, que
sdo definidas como propriedades fisico-quimicas gerais de proteinas em sistemas alimentares
durante o processamento, armazenamento e consumo. Algumas propriedades funcionais das
proteinas que podem ser citadas sdo solubilidade, formacdo de espuma, capacidade
emulsificante e retencdo de agua (ANANEY-OBIRI; MATTHEWS; TAHERGORABI,
2019).

Uma emulsdo pode ser definida como um sistema heterogéneo, composto por duas ou
mais fases liquidas imisciveis, dispersas uma na outra na forma de goticulas. Devido a sua
natureza anfifilica (existéncia de residuos de aminoacidos polares e ndo polares), proteinas
agem como emulsificadores, onde suas terminacGes hidrofébicas se orientam para a fase
apolar oleosa e seus segmentos polares hidrofilicos se estendem para a fase aquosa,
diminuindo a tensdo superficial entre as duas fases e formando uma membrana protetora que
impede que as goticulas se unam (KRISTINSSON; RASCO, 2000 (b); ARYEE; AGYEI;
UDENIGWE, 2018).

As propriedades emulsificantes das proteinas sdo geralmente expressas como atividade
emulsificante, capacidade emulsificante e estabilidade da emulséo. A atividade emulsificante
refere-se & area interfacial maxima por unidade de peso de proteina de uma solugdo
estabilizada. A capacidade emulsificante indica a quantidade méaxima de 6leo que pode ser
emulsionado sob condigfes especificadas por um peso unitario da proteina. A estabilidade da
emulsdo descreve a capacidade de uma proteina para formar uma emulsédo que permanece
inalterada durante um determinado periodo de tempo a uma dada temperatura e campo
gravitacional (PANYAM; KILARA, 1996)
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Uma forma de melhorar as propriedades emulsificantes dos hidrolisados proteicos é
pelo controle cuidadoso da extensao da hidrolise, visto que uma hidrolise extensiva resulta em
uma queda dréstica dessas propriedades. Pequenos peptideos se difundem rapidamente e
adsorvem na interface, porém eles mostram uma menor eficiéncia em reduzir a tensdo
interfacial, pois ndo conseguem se desenovelar e reorientar na interface como proteinas de
maiores pesos moleculares podem. Estudos encontraram uma relagcdo entre o comprimento do
peptideo e atividade superficial, e para terem boas propriedades emulsificantes e interfaciais,
peptideos devem ter um comprimento minimo de 20 residuos (KRISTINSSON; RASCO,
2000b).

As propriedades emulsificantes de hidrolisados proteicos produzidos a partir de
diversas matrizes vem sendo estudada devido a sua aplicacdo que auxilia na melhora
estrutural de alimentos processados e estabilizagdo de outros componentes. Diversos estudos
com matrizes de pescado ja foram realizados. Klompong et al. (2007), em seu trabalho
utilizando como matriz proteica a espécie Selaroides leptolepis e a enzima Alcalase, obteve
capacidades emulsificantes em pH 6 de cerca de 40 m?/g e 25 m?/g, em graus de hidrdlise de
5% e 25% respectivamente. O hidrolisado obtido com a espécie Merluccius productus e a
enzima Alcalase, apresentou uma capacidade emulsificante em pH 7 de aproximadamente 130
m?/g e 90 m?/g, em um grau de hidrélise de 10% e 20%, respectivamente (PACHECO-
AGUILAR; MAZORRA-MANZANO; RAMIREZ-SUAREZ, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Processamento do Residuo de Tira-Vira

Neste trabalho, utilizou-se a espécie Percophis brasiliensis, mais conhecida no Brasil
pelo nome Tira-Vira. Obtido junto a FIPERJ em Niterdi (RJ, Brasil), o peixe foi descabecado
e eviscerado. O restante do corpo do peixe foi submetido & filetagem. O subproduto
proveniente da filetagem foi processado para a separacdo da carne mecanicamente separada
(CMS) de Tira-Vira em uma despolpadeira de pescado (Mec Pescado®, Brasil), como pode
ser visto na Figura 8. O residuo resultante foi novamente processado na despolpadeira para
retirada de uma pasta mais rustica que a CMS, pasta essa que foi a matriz proteica para a
hidrolise enzimatica investigada neste trabalho.

Figura 8 - Processamento de subproduto de pescado em despolpadeira (Fonte: MAY, 2015).

3.2  Composicdo Centesimal da Pasta

Para as analises de composicdo centesimal (umidade, cinzas, proteina, extrato etéreo)
foi utilizada a metodologia descrita pela AOAC (2010). A umidade foi determinada conforme
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método gravimétrico (estufa & 70°C e pressdo a 70mm de Hg). A proteina bruta foi
determinada pelo método de Kjeldahl, empregando-se 6,25 como fator de conversdo de
nitrogénio em proteina. Para a obtengdo do extrato etéreo, foi utilizado o método de Soxhlet
(gravimétrico). O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado submetendo-se as amostras a
550°C.

3.3 Perfil de Aminoacidos

As andlises dos aminoacidos presentes nas amostras foram realizadas no laboratério de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos e feitas de acordo com o0s
métodos AOAC 994.12/2000 e Liu et al. (1995), por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography). Trés hidrélises distintas foram
necessarias: hidrolise &cida (HCI 6M) para a determinagdo de aminoacidos resistentes,
hidrolise basica (NaOH 4,2M) para a quantificacdo do triptofano, e a prévia oxidacao (&cido
performico) e posterior hidrolise acida para a quantificacdo dos aminoacidos sulfurados. As
hidrolises foram conduzidas em ampolas de vidro seladas sob vacuo e mantidas a 110 °C por
20h. A separagdo do triptofano foi feita em coluna Cis com deteccdo fluorimétrica. Os
aminoacidos sulfurados e os resistentes a hidrolise acida foram derivatizados com 6-
aminoquinolil-succimidil-carbamato (AQC), separados em fase reversa e detectados por
fluorescéncia.

34 Hidrodlise Enziméatica das Proteinas de Tira-Vira

A obtencdo dos hidrolisados proteicos de tira-vira foi realizada de acordo com o
descrito por Fonseca et al. (2016), com algumas modifica¢des, conforme descrito a seguir.

Para um estudo preliminar sobre a influéncia da poténcia do homogeneizador utilizada
no preparo da suspensdo de residuo de Tira-Vira na qualidade dos hidrolisados, foram
realizados dois experimentos onde duas suspensdes diferentes foram preparadas, cada uma a
partir de 100 g de pasta e 400 mL de agua destilada por 10 minutos, sendo uma
homogeneizada em liquidificador a média poténcia (TV-1) e a outra a baixa poténcia (TV-2).
As condi¢oes de hidrdlise dos dois experimentos foram pH 8, 50 °C e razdo E:S 12,5%. O
restante do preparo da hidrdlise e a amostragem foram feitas assim como descrito abaixo, para
0s experimentos do planejamento de otimizacao.

Na conducdo dos experimentos para a otimizacdo da hidrolise, uma massa de 100 g
pasta foi processada em homogeneizador (Nutri Ninja Auto-1Q PRO®, mostrado na Figura 9)
com 400 mL de agua destilada por 10 minutos para a obtencdo da suspensao a ser hidrolisada.
O branco foi uma amostra coletada apds o preparo da suspensdo e antes do ajuste da mesma
para as condicdes de hidrdlise.
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Figura 9 - Processamento da pasta para a obtencdo da suspensdo a ser hidrolisada (Fonte: Autoria prdpria).

Para a hidrdélise, 450 mL de suspensdo e uma aliquota determinada de acordo com o
planejamento da enzima Alcalase 2.4 L foram adicionadas no reator encamisado, que estava
ligado ao Banho Ultratermostato criostato 521/D (Nova Etica®) para manter a temperatura do
meio reacional. A hidrolise se deu sob uma agitacdo de 400 rpm com o auxilio do agitador
RW 20 digital (IKA®), e a medicdo do pH realizada com pHmetro NI PHM (Nova
Instruments®) para controle deste por adi¢do de solugcdo de NaOH 5M contida em bureta. O
ponto de zero hora (Oh) foi definido como a amostra coletada ap6s 1 minuto de reacao.
Também foram coletadas amostras com 0,5 hora, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas e 5 horas de
reacdo. A reacdo foi interrompida atraves de aquecimento das amostras em banho utilizando a
placa de aquecimento TE-0851 (Tecnal®) a 90°C por 15 minutos e posterior congelamento
das mesmas. O sistema de hidrolise utilizado esté apresentado na Figura 10.
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Figura 10 - (a) Sistema de hidrdlise composto por pHmetro, reator encamisado, agitador, bureta e banho
ultratermostato. (b) Banho maria para interromper a reagdo (Fonte: Autoria propria).

35 Grau de Hidrélise

O método pH-stat, descrito por Adler-Nissen (1982), foi utilizado para monitorar as
reacOes através da degradacdo proteolitica expressa em grau de hidrdlise, representada pela
Equacdo 1. Através do volume e da normalidade da base, nesse caso NaOH 5M, titulada para
manter o pH do meio reacional estavel, foi possivel calcular o grau de hidrolise em
porcentagem de acordo a Equacéo 2:

VNaon * N
GH (%) N MPNXO“ x htot:al (2)
onde VnaoH € 0 volume de NaOH gasto para manter o pH estavel ao longo da reacéo, Ny € a
normalidade da base usada, a é o grau de dissociacdo médio dos grupos a-NH: liberados
durante a hidrdlise, MP é a massa de proteina e hwtar € 0 NUMero total de ligagBes peptidicas
no substrato proteico (ADLER-NISSEN, 1982).
O grau de dissociacdo é calculado através da Equacéo 3:

10 (PH - pK)
_ _10GHPO 3)
1+ 10 (PH-PK)

onde pK é o valor médio de dissociacdo para os grupos amino liberados durante a hidrélise e é
dependente da temperatura, do comprimento da cadeia peptidica e da natureza do aminoacido
terminal. Para calcular seu valor, a Equacéo 4 foi utilizada:
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(298-T)
25 x 2400 4

pK=78+

O parametro hiotal € expresso como miliequivalentes de ligagdes peptidicas por grama
de proteina (meqv/g) e pode ser calculado a partir da composicdo de aminoacidos da proteina
utilizada, somando o mmol de cada aminoécido individual por grama de proteina (ADLER-
NISSEN, 1982).

3.6 Teor de Aminoacidos Aromaticos Livres

O teor de aminoacidos aromaticos livres foi quantificado pelo método
espectrofotométrico criado por Goodwin e Morton (1946). Uma curva padrdo foi gerada a
partir de solugdes com concentragcdes conhecidas de tirosina: 33,2 pg/ml; 66,4 pg/ml; 132,8
pg/ml; 199,2 pug/ml; 265,6 pg/ml. A leitura da absorbancia da curva foi feita em a 280 nm em
espectrofotdbmetro modelo AJX-3002PC (Micronal®) e o equipamento zerado com agua
destilada.

Figura 11 - Espectrofotometro para leitura da absorbancia das amostras (Fonte: Autoria propria).

Uma solucdo de hidrolisado proteico e acido tricloroacético 10% (p/v) foi preparada
com uma razdo 1:1, e ap6s 10 minutos de descanso, foi transferida para tubo de 2 mL e
centrifugada a 12000 rpm por 15 minutos em centrifuga Minispim Plus (Eppendorf®). O
sobrenadante foi separado e diluido com agua destilada e a leitura da absorbancia feita nas
mesmas condicdes estabelecidas para a leitura da curva, em triplicata.

3.7 Atividade Antioxidante

O método ORAC (Oxygen Radical Antioxidant Capacity) foi o escolhido para avaliar
a atividade antioxidante das amostras e foi baseado no descrito por Zueleta, Esteve e Frigola
(2009).
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A curva padréo de Trolox foi construida com pontos de concentragdo de 10, 20, 40,
60, 80, 100 e 120 uM, obtidos a partir de uma solu¢do-mae de Trolox 500 puM e diluidos em
solucéo tampado fosfato de sodio 75 mM pH 7,4.

As amostras foram diluidas em razdo 1:10 em tampéo fosfato de sédio 75 mM pH 7,4
e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos em centrifuga Minispim Plus (Eppendorf®). Em
seguida o sobrenadante foi diluido em tampéo fosfato tanto quanto necessario para que a
concentracgéo final estivesse entre os pontos inicial e final da curva padrao.

No dia da analise, foram preparadas solucGes de fluoresceina 78 nM e de AAPH
[dicloridrato de 2,2,Azobis (2-metilpropionamida)] 221 mM, diluidas em solucdo tampéo
fosfato de sddio 75 mM em pH 7,4.

O equipamento utilizado foi o R Chisto (Infinite M200, Tecan®, Sui¢a) com leitor de
microplacas de poliestireno com 96 pocos de aplicacdo na cor preta (Greiner 96 Flat Bottom
Black Polystyrol), que pode ser visto na Figura 12. Foram pipetados manualmente 80 uL das
solucgdes de Trolox (curva padrdo) ou de amostra preparada e dispensados pelo equipamento
80 pL de fluoresceina e 40 uL de AAPH, perfazendo um volume total de 200 UL em cada
poco. Como branco para a analise, foram utilizados 80 pL de tampéo fosfato de sédio 75 mM
em pH 7,4. O equipamento adicionou 200 pL de fluoresceina 78 nM nas posicdes de
referéncia da fluorescéncia. A leitura da fluorescéncia foi feita a 37 °C e em comprimentos de
onda de excitacdo de 485 nm e de emissdo de 535 nm, durante 90 ciclos que resultaram em
aproximadamente 2 horas e 30 minutos de leitura.

Figura 12 - Fluorimetro utilizado na analise ORAC (Fonte: Autoria prépria).
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A é&rea abaixo da curva (AUC — area under curve) das leituras de fluorescéncia ao
longo do tempo das solugcbes de Trolox de concentracdo conhecida, das amostras e do branco
foi calculada com o auxilio do programa Prisma (GraphPad Software, California, EUA). As
diferencas entre os valores de AUC das diferentes concentracfes de Trolox e AUC do branco
foram utilizadas para a construcdo da curva analitica. Para a quantificacdo das amostras, foi
utilizada a Equacdo 5, em que sdo empregados os coeficientes linear e angular, obtidos na
curva analitica.

(AUCamostra - AUCbranco) -b

ORAC (umol Trolox/ g) = . (5)

C amostra

onde AUCamostra € a &rea abaixo da curva calculada para a amostra, AUChbranco € &rea abaixo da
curva calculada para o branco, b é o coeficiente linear, a € o coeficiente angular e Camostra € @
concentracdo da amostra em solugdo em mg/L. A curva cinética das amostras foi feita em
triplicata e a atividade € expressa em pumol Trolox/g de amostra seca.

3.8 Propriedades Emulsificantes

O indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) e o indice de
estabilidade de emulséo (ESI - emulsion stability index) foram determinados de acordo com o
método de Pearce e Kinsella (1978) com algumas modificaces.

As amostras de hidrolisado foram diluidas com tampao fosfato de sédio 75 mM em pH
7,0, afim de manter a uniformidade do pH entre as analises, resultando em solucbes de
concentracdo de 2 mg/mL de proteina. Em 30 mL dessa solugdo proteica foram adicionados
10 mL de 6leo de soja, e a mistura foi homogeneizada em homogeneizador Ultra Turrax (IKA
T25 digital IKA WORKS do Brasil) a 10.000 rpm por 1 minuto. Logo apés a formacéo da
emuls&o, foram retiradas aliquotas de 50 pL, pipetadas do fundo da mistura, para diluigdo em
5 mL de solucdo de docecil sulfato de sodio (SDS) 0,1%. Em seguida, foi feita a leitura da
absorbancia a 500 nm em espectrofotometro e o EAIl e ESI foram calculados pelas Equac6es 6
er:

2% 2,303 x100xA (6)
¢ X 0,25 x 10000

EAI (m?/ g) =
onde A é a absorbancia da emulsdo logo ap6s o fim da homogeneizacdo e ¢ é a concentracao
de proteina que nesse caso € 0,002 g/mL.

: Ag- 10
ESI (min)= Ao(i ™ (7)

onde Ao é a absorbancia da emulsdo logo apés o fim da homogeneizacdo e A € a
absorbancia da emulsao ap6s 10 minutos.

O sistema utilizado para a analise pode ser visto na Figura 13. As andlises de EAI e
ESI foram feitas em triplicata.

22



Figura 13 - Sistema utilizado para a analise de EAIl e ESI (Fonte: Autoria propria).

3.9  Planejamento Experimental e Andlise Estatistica

Com o objetivo de avaliar a hidrélise enzimatica da pasta de residuo de Tira-Vira com
Alcalase, e realizar uma modelagem do processo, realizou-se um delineamento composto
central rotacional (DCCR). As variaveis independentes do processo foram os parametros pH,
temperatura e razdo enzima:substrato, e as variaveis dependentes foram o grau de hidrolise, a
concentracdo de aminodcidos aromaticos livres, a atividade antioxidante e propriedades
emulsificantes. Os niveis escolhidos para a conducdo dos experimentos, que se encontram na
Tabela 1, foram baseados nas faixas 6timas conhecidas para a Alcalase e em trabalhos sobre
hidrolisados protéicos com outras matrizes de pescado.

Tabela 1 - Niveis das varidveis independentes utilizadas no estudo.

Niveis

-1,682 -1 0 1 1,682
pH 6,0 6,6 7,5 8,4 9,0
Temperatura (°C) 30 36 45 54 60
E:S (%) 2,0 4,7 8,5 12,4 15,0

O planejamento experimental resultante foi um fatorial 23 com triplicata no ponto
central e composto por 17 experimentos, como pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 2 - Planejamento experimental 23 para as variaveis escolhidas.

Varidveis independentes

Experimentos Codificado Real
pH T (°C) E:S (%) pH T(°C) E:S(%)
1 -1 -1 -1 6,6 36 4,7
2 1 -1 -1 8,4 36 4,7
3 1 1 -1 8,4 54 4,7
4 1 -1 1 8,4 36 12,4
5 -1 1 1 6,6 54 12,4
6 -1 -1 1 6,6 36 12,4
7 -1 1 -1 6,6 54 4,7
8 1 1 1 8,4 94 12,4
9 1,682 0 0 9,0 45 8,5
10 0 1,682 0 7,5 60 8,5
11 0 0 1,682 7,5 45 15,0
12 -1,682 0 0 6,0 45 8,5
13 0 -1,682 0 7,5 30 8,5
14 0 0 -1,682 7,5 45 2,0
15 0 0 0 7,5 45 8,5
16 0 0 0 7,5 45 8,5
17 0 0 0 7,5 45 8,5

A Anélise de Varianca (ANOVA), a determinacdo dos coeficientes de regressao para
os modelos quadréaticos expressos de acordo com a Equacédo 8 e a obtengdo das superficies de
resposta foram realizadas com o auxilio do software Statistica 12.0 (StatSoft, Tulsa, USA).

Y= B0+ Z Bixi + Z Biixiz + Z Bijxixj (8)
A otimizacdo da hidrélise enziméatica foi realizada através da Metodologia de

Superficie de Resposta, de modo a obter maiores valores de grau de hidrélise, concentracdo
de aminoécidos aromaticos, atividade antioxidante e capacidade emulsificante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Caracterizacdo da Pasta

O conteudo de umidade, proteina, lipidios e cinzas da pasta de residuo de Tira-Vira
estd apresentado na Tabela 3. A umidade observada foi de 74,7%, enquanto o teor de
proteinas e lipideos foi de 15,7 e 7,8, respectivamente. Comparando aos residuos estudados
por Guimardaes et al. (2018b) para a mesma matriz de pescado, observou-se um menor teor de
proteina frente a um aumento no teor de lipideos. Essa diferenca observada pode ser
decorrente do tipo de residuo que se tratam os trabalhos e a forma do processamento dos
mesmos. O residuo de Guimardes et al. (2018b) é proveniente da filetagem e passa por um
processamento para a retirada da carne mecanicamente separada (CMS), ja o residuo do
presente trabalho é obtido apds o processamento da CMS, sendo processado uma segunda vez
e resultando em uma pasta mais rustica. Borgogno et al. (2017), em seu trabalho com trés
espécies de agua salgada, utilizou o peixe descabecado e eviscerado para a obtencdo da carne
mecanicamente separada (CMS) de pescado, sendo processada toda a carne contida no peixe,
0 que justifica também o teor de proteina superior ao observado nesse estudo. Alto teor de
lipideos também foi observado na matriz de Sparus aurata (7,8%) e de Dicentrarchus labrax
(10,5%), que pode ser explicado pela diferenga entre as especies e suas dietas. O teor de
umidade foi préximo ao teor de umidade médio observado para os trabalhos referenciados,
um pouco maior devido a diferencas no processamento que podem levar uma ruptura celular
(Borgogno et al. 2017). O teor de cinzas observado nos trabalhos &€ bem proximo,
principalmente o observado para o Percophis brasiliensis (2,6%) de Guimaraes et al. (2018b)
e desse estudo (2,3%), podendo os diferentes teores serem relativos a diferenca entre as
matrizes. Um teor de proteina satisfatorio foi obtido com esse processamento, justificando o
uso desse material para a producdo de hidrolisado proteico.

Tabela 3 - Composicdo centesimal da pasta de residuo de Tira-Vira e de CMS de outras espécies de peixe
reportadas na literatura.

Umidade Proteina  Lipidios Cinzas Referéncia
Pergqphl_s 74,7 15,7 7,8 2,3 Presente estudo
brasiliensis
Dicentrarchus Borgogno et al.
labrax 68,8 19,2 10,5 1,2 (2017)
Borgogno et al.
Sparus aurata 71,1 19,3 7,8 1,3 (2017)
Oncorhynchus Borgogno et al.
mykiss 70,6 21 6,6 15 (2017)
Percophis Guimarées et al.
brasiliensis 722 19,2 55 2.6 (2018h)
Pagrus pagrus 72,2 19,4 6,1 1,1 Guw(nzaorigsb)et al.

O perfil de aminoacidos da pasta de Tira-Vira estd exposto na Tabela 4. O &cido
glutdmico (17,11%) esta presente em maior quantidade, seguido do acido aspartico (9,57%) e
da lisina (9,24%). Além da lisina, outros aminoacidos também apresentaram teores de
destaque: a fenilalanina, leucina, valina, isoleucina, treonina e metionina. Embora,
diferentemente do esperado para a maioria dos pescados, o teor de triptofano foi muito
baixo(0,52%). A carne de peixe tem alto valor nutricional, sendo suas proteinas altamente
digeriveis e sua composi¢do de aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina,
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metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) completa e balanceada (BRASIL, 2009).
Observamos que o residuo de Tira-Vira mantém essas caracteristicas nutricionais da carne,
com bons teores de aminoacidos essenciais, tendo uma potencial aplicagéo nutricional.

Alto teor de acido glutdmico (17,8 ¢/100g) também foi observado em surimi
preparado a partir do mix de duas espécies marinhas (“Maria-Luiza” (Paralonchurus
brasiliensis) e “Perna-de-mog¢a” (Cynoscion virescens)) em trabalho realizado por Mira e
Lanfer-Marquez (2005). A espécie Selaroides leptolepis, utilizada para a producdo de
hidrolisado proteico por Klompong et al. (2009), apresentou um perfil onde os aminoacidos
em maior quantidade foram a glicina (16,48%) seguida do &cido aspértico (10,01%).
Analisando os perfis de aminoacidos de diversas espécies, Diniz et al. (2013) observou
maiores de &cido glutdmico (13,9 ¢g/100g), lisina (9,85 g/100g) e leucina (9,35 g/100g) na
carne de Percophis brasiliensis. Nos trés trabalhos, os perfis de aminoacidos foram parecidos
ao perfil obtido para a pasta de Tira-Vira. Essas diferencas podem ser justificadas pelo fato da
composicdo do pescado e consequentemente o seu valor nutricional variarem em funcao de
numerosos fatores como espécie, idade, habitat, alimentacdo, época de captura, peso, entre
outros (BRASIL, 2009).

Tabela 4 - Perfil de aminoacidos da pasta de residuo de Tira-Vira.

Aminoacidos g/ 100g2 %P
Acido Aspartico 2,03 9,57
Serina 1,03 4,86
Acido Glutamico 3,63 17,11
Glicina 1,23 5,80
Histidina 0,42 1,98
Arginina 1,21 5,70
Treonina 0,85 4,01
Alanina 1,36 6,41
Prolina 0,96 4,53
Tirosina 0,86 4,05
Valina 0,96 4,53
Lisina 1,96 9,24
Isoleucina 0,85 4,01
Leucina 1,54 7,26
Fenilalanina 0,84 3,96
Cisteina 0,06 0,28
Metionina 1,31 6,18
Triptofano 0,11 0,52
Total 21,21 100,00

@ Gramas de aminoacido em relagdo a 100 gramas de pasta.
b Porcentagem do aminoacido em relagdo ao total de aminoacidos presentes na pasta.

4.2  Hidrolise Enzimatica da Pasta de Tira-Vira com Alcalase
4.2.1 Estudo preliminar das condic6es de hidrolise

Um estudo preliminar foi feito com a intencdo de avaliar a influéncia do modo de
preparo da suspensao proteica residuo de Tira-Vira na hidrélise enzimatica com Alcalase, e
para tal, mudou-se a poténcia de processamento da suspensao. Essa influéncia foi avaliada no
grau de hidrolise da reagdo, no teor de aminodcidos arométicos livres, na atividade
antioxidante e no indice de atividade emulsificante (EAI) do hidrolisado obtido.
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O acompanhamento da cinética de reacdo foi realizado pelo grau de hidrolise e pelo
teor de aminoacidos aromaticos liberados durante a hidrélise (Figuras 14 e 15). Observou-se
teor de que o perfil do grau de hidrolise manteve-se independente da poténcia aplicada no
processamento da suspensdo de Tira-Vira durante a hidrolise catalisada por Alcalase (Figura
14). Maior velocidade de reacdo ocorreu na primeira hora e o grau de hidrdlise maximo foi de
19% apos 5 horas de reacdo. Na literatura sdo encontrados resultados de grau de hidrolise
semelhantes, como no estudo de Fonseca et al. (2016) sobre hidrélise de carne e residuos de
cobia (Rachycentron canadum), que obteve um grau de hidrolise de cerca de 10% na carne e
de cerca de 8% no residuo de cobia, apds 5 horas de reacdo com Alcalase. Quanto ao teor de
aminoacidos aromaticos livres, embora de forma oscilante, observou-se um aumento na
concentracdo de aminoécidos na amostra TV-1, referente & 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 reacdo de hidrélise.
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Figura 14 - Grau de hidrolise durante hidrdlise enzimética de suspensdo de Tira-Vira obtida em média (TV-1) e
baixa (TV-2) poténcia de processamento.
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Figura 15 - Teor de aminoacidos aromaticos durante hidrélise enzimatica de suspenséo de Tira-Vira obtida em
média (TV-1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento.

Visando avaliar o efeito da poténcia de processamento na qualidade dos hidrolisados
obtidos, determinou-se o indice de atividade emulsificante em 6leo de soja e a atividade
antioxidante por ORAC do hidrolisado ao longo da reacdo para os dois tipos de amostras
(Figuras 16 e 17). Para a amostra TV-1, o EAI apresenta uma queda logo no primeiro minuto
de reacdo, mas ao longo do tempo de hidrdlise, este 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 néo ser
anfifilicos o suficiente para apresentarem boas propriedades emulsificantes (LIU et al., 2014;
KLOMPONG et al., 2007). 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 nédo apresentou diferenca. Logo, independente da forma de preparo da amostra, 0s
valores de atividade emulsificante dos hidrolisados obtidos s&o similares.
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Figura 16 - indice de atividade emulsificante dos hidrolisados de suspensio de Tira-Vira obtida em média (TV-

1) e baixa (TV-2) poténcia de processamento.
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Figura 17 - Atividade antioxidante dos hidrolisados de suspensdo de Tira-Vira obtida em média (TV-1) e baixa

(TV-2) poténcia de processamento.

Analisando os efeitos quanto a atividade antioxidante utilizando ORAC, observaram-
se perfis similares de atividade ao longo da reacéo, independente da forma de obtencdo. O
ganho de atividade frente ao valor inicial (Br) foi mais expressivo apenas no primeiro minuto
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reacional (Oh), alcancando pouco mais de 800 pumol Trolox/g, frente aos 600 iniciais. Alguns
fatores como enzima utilizada, condi¢cdes de hidrolise, 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.

Para as condicOes estudadas, a poténcia de processamento da suspensdo de tira-vira
ndo demonstra influéncia na qualidade do hidrolisado obtido. O uso de poténcia mais elevada
sO se faz necessario caso haja necessidade de obter um hidrolisado com maior teor de
aminoacidos aromaticos livres. Desta forma, selecionou-se 0 uso de uma poténcia média na
execucao dos experimentos para otimizacao da hidrolise.

4.2.2 Otimizacéo da hidrdlise de tira-vira com Alcalase

Os efeitos dos parametros reacionais pH, temperatura e razdo E:S sobre a hidrolise
enzimatica da proteina de tira-vira com Alcalase e as propriedades dos hidrolisados
produzidos foi avaliado de acordo com um delineamento composto central rotacional (DCCR)
2% com triplicata no ponto central, conforme visto na Tabela 2. No total, foram feitos 17
experimentos, onde as respostas avaliadas foram o grau de hidrélise (GH), teor de
aminoacidos aromaticos livres (AmAr), atividade antioxidante (AA) e as propriedades
emulsificantes atravées do indice de atividade emulsificante (EAIl — Emulsifying activity index)
e do indice de estabilidade de emulsdo (ESI — Emulsion stability index). Além da avaliacdo e
determinacdo dos parédmetros significativos do processo para cada resposta, 0 pProcesso
também foi modelado para essas respostas de acordo com a equacao quadratica expressa na
Equacdo 8. Analisando as superficies de resposta geradas por cada modelo, foi possivel
encontrar uma condicdo étima para 0 processo.

4.2.2.1 Grau de Hidrélise

Para cada condicdo estudada, a hidrdlise da pasta de residuo de Tira-Vira foi
acompanhada ao longo de 5 horas e o0s resultados podem ser vistos nos graficos das Figuras
18, 19 e 20. O grau de hidrolise em 5 horas apresentou uma variagdo de 13,9% a 45,2%, ndo
sendo possivel avaliar o ponto 10 (pH 7,5; 60 °C, E:S 8,5%) em 5 horas devido a grande
perda de agua por evaporacdo que levou a uma concentracdo da amostra e, consequente,
reducdo do volume, forcando o encerramento do experimento em 4 horas.

O comportamento da reacdo, onde é observada uma elevada taxa de rea¢do no inicio
da hidrdlise (maior velocidade observada nos 30 primeiros minutos) devido a grande quebra
de ligacdes peptidicas e posterior decaimento tendendo a uma constante, € 0 mesmo descrito
na literatura para hidrolises enzimaticas de proteina utilizando diversas matrizes e diversas
enzimas (KRISTINSSON; RASCO, 2000a; DE HOLANDA; NETTO, 2006; NOMAN et al.,
2018; TAN; CHANG; MENG, 2019).

Gonzalez-Tello et al. (1994) em seu trabalho com hidrolisado de soro de leite indicou
que essa queda na taxa de reacdo poderia ser relacionada & queda da concentracdo de ligacdes
peptidicas disponiveis para a hidrolise, a uma possivel inibicdo das enzimas causada pelos
produtos gerados e & desnaturacdo da enzima.

Os maiores graus de hidrdlise, acima de 20%, se encontram na Figura 18. Na Figura
19, se encontram as reagdes cujos graus de hidrolise alcangcaram valores intermediarios entre
20% e 15%. E na Figura 20 estdo as reacOes que tiveram graus de hidrdlise maximos abaixo
de 15%. Observou-se que a hidrolise do residuo de Tira-Vira foi maior em condic¢Ges de pH
mais baixo (entre 6 e 6,6). Maior grau de hidrélise (45,24%) foi observado a pH 6, 45 °C e
razdo E:S 8,5%, alcancado em 4 horas de reacdo. Nessas mesmas condicoes, 34,35% de grau
de hidrolise foi obtida em uma hora de processo. Uma hidrdlise com 30% de GH foi possivel
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a pH 6,6, 54°C e razdo E:S 12,4% em 4 horas de reagédo. Outro fato observado foi que o grau
de hidrolise alcangou variaces maiores nas 2 primeiras horas de reacdo, apresentando
pequenos ganhos apos esse tempo até 3 ou 4h de reacdo (dependendo da condicdo estudada),
onde, apds esse tempo observou-se estabilizacdo. Utilizando uma mistura das enzimas
Alcalase e PTN 6.0S (subtilisina e tripsina, respectivamente) para hidrolisar proteina de
Trachurus mediterraneus ao longo de 4 horas, Morales-Medina et al. (2016) observou o
mesmo comportamento reacional de ganhos menores no grau de hidrélise apds 2 horas de
processo. A razéo enzima:substrato usada foi de 1% em peso, e sua justificativa foi que razdes
E:S maiores podem encurtar o tempo necessario para o valor estavel.
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Figura 18 - Grafico de grau de hidrélise dos experimentos do planejamento na faixa final maior que 20%.
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Figura 19 - Grafico de grau de hidrélise dos experimentos do planejamento na faixa final entre 20% e 15%.
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Figura 20 - Grafico de grau de hidrdlise dos experimentos do planejamento na faixa final menor que 15%.
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Em seu estudo com carne e residuo de Cobia (Rachycentron canadum), Fonseca et al.
(2016), utilizando Alcalase em condicgdes de pH 8, 50 °C e E:S 0,1%, obteve grau de hidrolise
de aproximadamente 10% tanto para carne quanto para residuo apés 5h de reacdo. Apesar do
grau de hidrolise alcancado neste trabalho ser superior, 0 que pode ser atribuido as diferencas
do meio reacional (a razdo E:S muito menor), o comportamento da hidrolise ao longo do
tempo foi parecido. Também foi observado um avanco de reacdo menor apos 3 horas de
reacdo. A reducdo da taxa de reacdo ao longo do tempo ocorre, pois as proteinas mais longas
sdo hidrolisadas mais lentamente, concomitantemente ao substrato disponivel que diminui ao
longo do tempo de reagao.

Uma anélise de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95% e modelagens
matematicas foram realizadas para trés tempos de reacdo (1h, 3h e 4h) com o objetivo de
determinar quais s@o os parametros significativos e prever o grau de hidrélise de acordo com
as condi¢Oes desses parametros (pH, temperatura e razéo E:S), e assim também se estabelecer
um ponto 6timo para essas condi¢cdes reacionais. De acordo com o planejamento fatorial
estabelecido, que pode ser visto na Tabela 2, foi possivel ajustar os dados em uma equacao
polinomial de segunda ordem (Equacdo 8). A ANOVA (Tabela 5) feita para cada tempo
mostra, através do teste F de Fisher e do p-valor (p < 0,05), que os trés parametros estudados
foram significativos em uma e trés horas de reacdo, porém, em quatro horas de reacdo a razdo
E:S deixa de ser significativa no processo. Como ja foi dito, com o passar do tempo, a enzima
pode sofrer inativacdo e a quantidade de substrato no meio também se torna menor, 0 que
pode explicar a perda de significancia desse parametro em 4 horas.

Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de grau de hidrdlise obtidos no
planejamento nos trés tempos escolhidos (continua).

Soma dos Graus de Media dos =

Fator guadrados liberadade guadrados P
1 hora de reacéo
pH (L) 124,60 1 124,60 16,85 0,005
pH (Q) 170,14 1 170,14 23,01 0,002
T (L) 88,72 1 88,72 12,00 0,010
T (Q) 6,57 1 6,57 0,89 0,377
E:S(L) 69,48 1 69,48 9,40 0,018
E:S (Q) 6,73 1 6,73 0,91 0,372
PpHXT 0,54 1 0,54 0,07 0,795
pH x E:S 7,76 1 7,76 1,05 0,340
TXE:S 0,29 1 0,29 0,04 0,849
Residuo 51,75 7 7,39
Total 587,09 16
3 horas de reacao
pH (L) 155,18 1 155,18 119,23 0,000
pH (Q) 152,53 1 152,53 117,20 0,000
T (L) 63,51 1 63,51 48,80 0,000
T (Q) 0,94 1 0,94 0,72 0,425
E:S(L) 47,72 1 47,72 36,66 0,001
E:S (Q) 2,12 1 2,12 1,63 0,243
pHXT 1,48 1 1,48 1,14 0,321
pH x E:S 1,78 1 1,78 1,37 0,280
TXE:S 0,41 1 0,41 0,32 0,591
Residuo 9,11 7 1,30
Total 474,03 16
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Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de grau de hidrélise obtidos no
planejamento nos trés tempos escolhidos (continuagéo).

Soma dos Graus de Média dos =

Fator guadrados liberadade quadrados P
4 horas de reacao
pH (L) 271,44 1 271,44 27,99 0,001
pH (Q) 300,41 1 300,41 30,98 0,001
T (L) 60,40 1 60,40 6,23 0,041
T(Q) 6,93 1 6,93 0,71 0,426
E:S(L) 48,12 1 48,12 4,96 0,061
E:S (Q) 11,47 1 11,47 1,18 0,313
pHXT 0,05 1 0,05 0,01 0,945
pH x E:S 5,30 1 5,30 0,55 0,484
TXE:S 2,59 1 2,59 0,27 0.621
Residuo 67,87 7 9,70
Total 874,53 16

Na Tabela 6, estdo os dados de grau de hidrolise obtidos no planejamento
experimental para os trés tempos de reacdo escolhidos, além das respostas preditas de acordo
com a modelagem matematica.

Tabela 6 - Respostas de grau de hidrélise obtidas do planejamento fatorial 22 para os trés tempos escolhidos.

Grau de hidrélise — GH (%)

Exp 1 hora de reacéo 3 horas de reacao 4 horas de reacéo
Obs Pred Obs Pred Obs Pred
1 11,35 13,62 20,05 19,90 20,05 22,07
2 10,14 9,03 13,35 13,24 14,54 14,62
3 15,61 15,03 19,03 17,96 19,58 17,85
4 13,23 11,95 16,95 15,58 17,55 15,61
5 22,66 24,68 28,35 28,03 30,49 31,50
6 18,99 20,49 23,49 24,13 23,49 26,31
7 16,39 18,58 21,96 22,90 21,96 24,98
8 18,55 17,19 21,49 21,21 22,05 21,11
9 16,87 19,88 20,67 22,15 22,28 25,49
10 17,02 16,10 19,99 20,22 19,99 19,71
11 15,67 15,58 18,74 19,33 18,74 18,69
12 34,35 30,04 34,35 33,48 45,24 40,49
13 7,92 7,53 12,59 12,97 13,89 12,63
14 9,21 8,00 13,02 13,04 13,87 12,38
15 13,67 13,97 16,69 17,41 18,40 18,39
16 14,36 13,97 18,17 17,41 19,03 18,39
17 13,67 13,97 17,48 17,41 17,48 18,39

A modelagem matemaética foi baseada no modelo quadratico expresso na Equacao 8.
Os coeficientes de determinagdo (R?) obtidos foram 0,9118 para 1 hora de reacéo; 0,9808 para
3 horas de reagdo e 0,9224 para 4 horas de reagdo. Para um processo bioldgico, estes R? esto

satisfatorios e as Equacgdes 9, 10 e 11 descrevem bem 0 processo.
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GH1h=13,97 - 3,02 x pH + 3,88 x pH® + 2,55 x T + 2,25 x E:S

©)
GH3h=17,41-3,37 x pH + 3,68 x pH* + 2,16 x T + 1,87 x E:S (10)
GH4h = 18,39 - 4,46 x pH + 5,16 x pH> + 2,10 x T (11)

As superficies de resposta geradas a partir dos modelos obtidos estdo apresentadas nas
Figuras 21, 22 e 23. Com a finalidade de se encontrar uma condi¢do Otima para que 0
processo retorne o maior grau de hidrolise possivel, foi feita uma andlise das superficies,
levando em consideragdo o custo operacional do processo. Observa-se nos trés tempos que
para um pH menor e uma temperatura maior o grau de hidrolise aumenta, sendo indicado
manter essas caracteristicas para a otimizacdo do processo. Apesar do aumento da razéo E:S

também acarretar no aumento do grau de hidrélise, o aumento dessa resposta é discreto ndo
justificando um gasto muito superior com enzima.
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Figura 21 - Superficies de resposta para o grau de hidrdlise nas condi¢des: (a) 1 hora e E:S 2%, (b) 1 hora e E:S
8,5% e (c) 1 hora e E:S 15%.
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Figura 22 - Superficies de resposta para o grau de hidrdlise nas condigdes: (a) 3 horas e E:S 2%, (b) 3 horas e

E:S 8,5% e (c) 3 horas e E:S 15%.
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Figura 23 - Superficies de resposta para o grau de hidrdlise nas condigdes: (a) 4 horas e E:S 2%, (b) 4 horas e
E:S 8,5% e (c) 4 horas e E:S 15%.

Saidi et al. (2016) estudou a otimizacdo dos parametros pH, temperatura, razéo E:S e
tempo para hidrélise enzimatica de carne escura de atum com Alcalase. No modelo gerado
para o grau de hidrélise, foi observado um efeito significativo para todos os parametros, assim
como o visto nesse trabalho. Porém a varidvel que se mostra mais importante para o
hidrolisado de carne escura de atum € a temperatura e algumas interacGes entre 0s parametros
sdo significativas nesse processo, enquanto que para o hidrolisado de residuo de tira-vira, 0
pH se mostra mais importante e as interagcdes entre os parametros ndo foram significativas.
Nos dois estudos, temperaturas e razdes E:S mais elevadas levam a maiores graus de
hidrolise, porém o pH 6 se mostra o melhor para residuo de tira-vira e pH proximo a 8,5 é
apontado como melhor para a carne escura de atum. Como a enzima utilizada em ambos
trabalhos é a mesma, as faixas de pH diferentes podem ser devido a estrutura das matrizes
usadas.

Diniz e Martin (1996) estudou a influéncia dos parametros pH, temperatura e razéo
E:S para hidrélise enzimatica da espécie de tubardo Squalus acanthias com Alcalase. Todos
0s parametros foram significativos nesse estudo também, porém apenas interacdo entre
temperatura e razdo E:S se mostrou significativa. O aumento nos trés parametros leva a um
aumento no grau de hidrolise, sendo o étimo obtido em pH 8,3, 53,6 °C e razdo E:S 3,6%.
Novamente observa-se a diferenca entre faixas de pH com tubardo e com residuo de tira-vira.
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A faixa de pH obtida para tira-vira foi inesperada, visto que as faixas 6timas de pH da
Alcalase, uma protease alcalina, estdo proximas a um pH 8.

Baseado na anélise feita, o ponto 6timo selecionado foi nas condigdes de pH 6, 60 °C e
E:S 8,5% para os trés tempos de hidrélise selecionados. Esse ponto foi testado
experimentalmente com o objetivo de validar os modelos. Os resultados obtidos podem ser
vistos na Tabela 7, e os modelos para 1 e 4 horas foram validados, porém o modelo para 3
horas apresenta um grande desvio e n&o foi validado por esse ponto experimental.

Tabela 7 - Dados experimentais e preditos para a validagdo dos modelos de grau de hidrélise.

GH observado GH predito Valor residual
1 hora de reagéo 36,12 34,33 1,79
3 horas de reacao 42,53 37,11 5,42
4 horas de reacao 43,76 44,03 0,27

Observando os dados experimentais de grau de hidrolise obtidos, nota-se um modesto
ganho com o avanco da reacdo de 1 para 3 horas e ainda menor de 3 para 4 horas, em
praticamente todos os pontos do planejamento. Essa observacdo se confirma no ponto de
validacdo do modelo. Em uma hora de processo, a resposta de grau de hidrolise obtida foi
34,35% para pH 6, 45 °C e razédo E:S 8,5%, e GH de 36,12% para pH 6, 60 °C e razdo E:S
8,5%, indicando que seria possivel usar condi¢cbes com gasto energético menor para se atingir
um GH de 30%. Algumas aplicacBes de hidrolisados protéicos demandam um grau de
hidrélise mais baixo (entre 5 a 10%), como as que demandam melhores propriedades
funcionais (solubilidade, capacidade emulsificante e formacdo de espuma), que poderia ser
satisfeito com apenas uma hora de processo em condic¢Ges reacionais mais brandas e com um
uso menor de enzima, diminuindo o gasto energético e operacional, e tornando o processo
mais rentavel.

4.2.2.2 Teor de Aminoacidos Aromaticos Livres

O teor de aminoéacidos aromaticos livres foi acompanhado ao longo da hidrolise do
residuo de Tira-Vira com duas finalidades. Além de confirmar o avanco da reacdo ao longo
do tempo, o teor de aminoécidos aromaticos pode ser um indicativo relacionado a atividade
antioxidante observada nos hidrolisados, visto que aminoacidos com cadeias laterais contendo
enxofre nucleofilico (cisteina e metionina) ou cadeias laterais aromaticas (triptofano, tirosina
e fenilalanina) se mostram mais reativos (ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008).
Nimalaratne et al., (2011) relatou que amino&cidos aromaticos livres (triptofano e tirosina) de
gema de ovo tem habilidade de inibir a oxidacdo de lipideos em alimentos. A concentracédo
observada em 5 horas varia entre 1,71 a 10,04 mg/mL. Para o ponto 10 (pH 7,5; 60 °C, E:S
8,5%), onde ndo foi possivel conduzir experimento até 5 horas, o valor foi de 12,04 mg/mL
em 4 horas de processo.

A média da concentracdo de aminoacidos aromaticos na suspensao antes do processo
de hidrolise enzimatica é de 0,17 mg/mL. Em um minuto de processo é possivel se observar
um aumento de aproximadamente 5 vezes nesse teor, e apds uma hora de reagdo ocorre um
aumento médio de 8 vezes do teor visto no branco. Porém, com o avango da reagao, um efeito
de concentracdo das amostras, decorrente da perda de dgua em temperaturas mais elevadas, é
sentido. Como exposto nos graficos das Figuras 24, 25 e 26, vemos que 0s maiores teores de
aminoacidos aromaticos em tempos avangados ocorrem nas maiores temperaturas do
planejamento.
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Figura 25 - Graficos de teor de aminoécidos aromaticos dos experimentos do planejamento na faixa final entre 4
e 2 mg/mL.
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Figura 26 - Graficos de teor de aminoacidos aromaticos dos experimentos do planejamento na faixa final menor
que 2 mg/mL.

Utilizando carne mecanicamente separada de Tilapia, Antunes et. al. (2016) encontrou,
apos 5 horas de hidrélise com Alcalase, uma concentracdo de aminoacidos aromaticos livres
de 0,15 mg/mL, sendo a concentragdo do branco aproximadamente 0,04 mg/mL, ou seja, um
aumento de 3,75 ao fim da reacdo. Mellinger-Silva et. al. (2015), em seu estudo com
hidrolisado de proteina isolada de soro de leite bovino com pepsina obteve, apds 5 horas de
processo, um teor de aminoacidos aromaticos livres proximo a 0,85 mg/mL, sendo o teor do
branco igual a 0,25 mg/mL (aumento de 3,4x). Esses resultados observados na literatura
corroboram com a hip6tese de que os valores muito altos obtidos para tempos maiores de 2h
de reacdo nesse estudo com Tira-Vira podem ser decorrentes da perda de 4gua observada.

Mesmo cientes desse possivel interferente, mantendo a logica para o grau de hidrolise
para avaliacdo estatistica da significancia dos parametros (pH, temperatura e razdo E:S) e para
a modelagem matematica, foram escolhidos trés tempos de reacdo (1h, 3h e 4h). Os teores de
aminoécidos aromaticos livres obtidos nesses tempos de acordo com o planejamento
experimental da Tabela 2 e os valores preditos pelos modelos gerados se encontram na Tabela
8.
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Tabela 8 - Respostas de teor de aminoacidos aromaticos obtidas do planejamento fatorial 23 para os trés tempos
escolhidos.

Teor de aminodcidos aromaticos - AmAr (mg/mL)

Exp 1 hora de reacdo 3 horas de reacao 4 horas de reacao
Obs Pred Obs Pred Obs Pred
1 0,98 0,98 1,57 1,59 1,85 1,57
2 1,44 1,36 1,49 1,33 1,62 1,25
3 1,56 1,56 2,68 2,79 2,95 4,39
4 1,44 1,50 1,44 1,46 1,67 1,43
5 1,52 1,66 2,52 2,84 4,40 571
6 1,21 1,27 1,33 1,38 1,54 1,05
7 1,37 1,37 2,29 2,44 3,74 4,92
8 1,64 1,70 3,39 3,54 4,67 5,89
9 1,51 1,52 1,89 1,89 2,23 1,47
10 1,77 1,68 4,34 3,99 12,04 9,43
11 1,82 1,65 2,46 2,21 3,04 2,43
12 1,27 1,17 1,76 1,52 2,16 1,59
13 1,19 1,19 1,41 1,53 1,59 2,87
14 1,23 1,30 1,73 1,75 2,32 1,61
15 1,35 1,33 1,85 1,78 2,60 2,56
16 1,39 1,33 1,88 1,78 2,67 2,56
17 1,23 1,33 1,56 1,78 2,18 2,56

Os resultados obtidos a partir da anélise de variancia (ANOVA), com nivel de
confianca de 95%, feita para o teor de aminoacidos aromaticos livres nos trés tempos
escolhidos se encontram na Tabela 9. Através do teste F de Fisher e do p-valor (p < 0,05),
observa-se em uma hora a significancia dos trés parametros estudados, ocorrendo um aumento
do teor de aminoacidos com 0 aumento tanto do pH, quanto da temperatura e da razdo E:S.
Em trés e quatro horas, apenas a temperatura foi um parametro significativo para o processo,
mostrando um peso maior ainda para quatro horas. Nao foram encontradas referéncias na
literatura sobre a influéncia do pH, da temperatura e da razdo E:S no teor de aminoacidos
aromaticos, porém alguns estudos correlacionaram o grau de hidrdlise obtido pelo método
pH-stat e o teor de tirosina livre, com o objetivo de observar o avan¢o da reacdo. Em seu
trabalho com hidrolisado da espécie de peixe Micropogonias furnieri com trés enzimas
(Alcalase, Flavourzyme e Protamex), Silva, Fonseca e Prentice (2014) quantificaram a
porcentagem de tirosina livre por um método diferente que o apresentado neste trabalho e
observaram que o hidrolisado com maior porcentagem de tirosina livre também era o
hidrolisado com maior grau de hidrolise. Fonseca et al. (2016), em um trabalho similar ao
feito com Micropogonias furnieri e utilizando a espécie Rachycentron canadum com as
mesmas enzimas, observou que o hidrolisado que apresentava uma maior porcentagem de
tirosina livre ndo era 0 mesmo que apresentava o0 maior grau de hidrélise, assim como neste
trabalho, mostrando que entre cada substrato e cada enzima existem comportamentos
diferentes. Com o residuo de tira-vira, observamos que ndo ha uma relacdo direta entre grau
de hidrolise e teor de aminoacidos aromaticos, sendo o pH visto como o fator mais importante
para 0 GH e a temperaratura para o teor destes aminoacidos.
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Tabela 9 - Anélise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de teor de aminoacidos aromaticos
obtidos no planejamento nos trés tempos escolhidos.

Fator Soma dos Graus de Média dos =
guadrados liberadade guadrados b

1 hora de reacéo
pH (L) 0,15 1 0,15 10,24 0,015
pH (Q) 0,00 1 0,00 0,02 0,880
T (L) 0,30 1 0,30 20,77 0,003
T(Q) 0,02 1 0,02 1,11 0,327
E:S(L) 0,15 1 0,15 10,62 0,014
E:S(Q) 0,03 1 0,03 2,18 0,184
pHXxT 0,02 1 0,02 1,30 0,291
pH x E:S 0,01 1 0,01 0,79 0,403
TXE:S 0,00 1 0,00 0,00 0,987
Residuo 0,10 7 0,01
Total 0,76 16
3 horas de reacao
pH (L) 0,16 1 0,16 2,26 0,176
pH (Q) 0,01 1 0,01 0,09 0,772
T (L) 7,30 1 7,30 100,51 0,000
T(Q) 1,36 1 1,36 18,71 0,003
E:S (L) 0,25 1 0,25 3,46 0,105
E:S(Q) 0,06 1 0,06 0,78 0,407
pHXxT 0,19 1 0,19 2,59 0,152
pH x E:S 0,06 1 0,06 0,79 0,402
TXxE:S 0,19 1 0,19 2,57 0,153
Residuo 0,51 7 0,07
Total 10,21 16
4 horas de reacao
pH (L) 0,02 1 0,02 0,01 0,935
pH (Q) 1,48 1 1,48 0,59 0,468
T (L) 51,93 1 51,93 20,71 0,003
T (Q) 18,20 1 18,20 7,26 0,031
E:S(L) 0,81 1 0,81 0,32 0,587
E:S(Q) 0,41 1 0,41 0,16 0,698
pHxT 0,02 1 0,02 0,01 0,928
pH x E:S 0,25 1 0,25 0,10 0,762
TXxE:S 0,86 1 0,86 0,34 0,576
Residuo 17,55 7 2,51
Total 98,43 16

A modelagem matematica, feita com base nos dados obtidos no planejamento para 1, 3
e 4 horas, resultou nas Equagbes 12, 13 e 14, respectivamente. Os coeficientes de
determinacéo (R?) obtidos foram 0,8692 para 1 hora de reacdo; 0,9502 para 3 horas de reacio
e 0,8217 para 4 horas de reagdo. Se baseado nestes valores de R?, as equagBes gerada
poderiam ser consideradas satisfatorias para descrever o processo.

AmArlh=1,33+0,10 x pH+ 0,15 x T+ 0,10 x E:S (12)
AmAr3h=1,78 + 0,73 x T + 0,35 x T? (13)
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AmAr4h=2,56 + 1,95 x T+ 1,27 x T* (14)

As superficies de resposta geradas a partir dos modelos obtidos para o teor de
aminoacidos aromaticos livres estdo apresentadas nas Figuras 27 e 28. Com a finalidade de se
encontrar uma condi¢cdo Otima para que O processo retorne a maior concentracdo de
aminoacidos aromaticos possivel, foi feita uma analise das superficies, levando em
consideracdo o custo operacional do processo. Observa-se nos trés tempos que o aumento na
temperatura leva a um aumento na concentracdo, logo essa é uma variavel sensivel para
processo. Como 0 aumento na concentracdo obtido com a variagcdo do pH e da razdo E:S é

muito discreto, utilizou-se para validar o modelo as mesmas condigdes consideradas 6timas
para o grau de hidrdlise (pH 6, 60°C e E:S 8,5%).
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Figura 27 - Superficies de resposta para o teor de aminoacidos aromaticos nas condicdes: (a) 1 hora e E:S 2%,
(b) 1 horae E:S8,5% e (c) 1 hora e E:S 15%.
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Figura 28 - Superficies de resposta para o teor de aminoacidos arométicos nas condicdes: (a) 3 horas e E:S 8,5%
e (b) 4 horas e E:S 8,5%.

O ponto de pH 6, 60 °C e E:S 8,5% foi testado experimentalmente e os resultados
obtidos podem ser vistos na Tabela 10. O unico modelo validado experimentalmente foi o
gerado para uma hora de reacdo. Para os outros dois modelos observamos um desvio muito

alto, sendo o valor observado muito abaixo do predito, porém dentro do normal visto na
literatura.

Tabela 10 - Dados experimentais e preditos para a validacdo dos modelos de teor de aminoacidos arométicos
livres (mg/mL).

AmAr observado AmAr predito Valor residual
1 hora de reacéo 1,45 1,40 0,05
3 horas de reacao 1,64 3,99 2,35
4 horas de reacdo 1,89 9,43 7,54

Através dos dados experimentais obtidos no ponto 6timo, onde o branco apresentou
um valor de 0,19 mg/mL, vemos o avanco da hidrélise, onde o teor de aminoacidos
aromaticos cresce mais de 7 vezes ap6s uma hora de reacdo, chegando a crescer quase 10
vezes apos 4 horas. Como ja citado, nos valores observados ndo ha uma relacdo direta entre
grau de hidrélise e teor de aminoacidos aromaticos. No entanto, observa-se uma queda do
avanco dessas duas respostas a partir de uma hora de processo e também uma influéncia
positiva de temperatura e da razdo E:S. A principal diferenca vista entre essas respostas é o
pH, em que faixas proximas a 6 apresentam os maiores valores de grau de hidrdlise e em
faixas proximas a 8,4 ocorre um ganho no teor de aminoacidos aromaticos. Para a Alcalase,

uma protease alcalina, espera-se que as maiores respostas de atividade sejam em pH préximo
a 8, 0 que pode justificar esse comportamento no teor de aminoacidos aromaticos.

4.2.2.3 Atividade Antioxidante

A atividade bioldgica de interesse neste estudo foi a capacidade antioxidante que o
hidrolisado proteico de residuo de Tira-Vira apresenta. Para isso as amostras de hidrolisado
foram analisadas pelo método de sequiestro de radical peroxila (Oxygen Radical Antioxidant
Capacity - ORAC). A atividade antioxidante observada em 5 horas de processo varia entre
397 e 2860 umol Trolox/g. Para o ponto 10 (pH 7,5; 60 °C, E:S 8,5%) que s0 atingiu 4 horas
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de processo
29, 30 e 31.

e a atividade antioxidante foi de 2953 umol Trolox/g, conforme visto nas Figuras
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Figura29-G

réficos de atividade antioxidante dos experimentos do planejamento na faixa final maior que 2000
pmol Trolox/g.
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Figura 30 - Gréficos de atividade antioxidante dos experimentos do planejamento na faixa final entre 2000 e 800

umol Trolox/g.
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Figura 31 - Graficos de atividade antioxidante dos experimentos do planejamento na faixa final menor que 800

umol Trolox/g.
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A atividade antioxidante inicial observada ¢ em média 35 pumol Trolox/g, subindo
aproximadamente 7 vezes com um minuto de hidrolise e 9 vezes com uma hora de hidrélise.
Com o avanco do tempo de reagédo, nota-se 0 aumento da atividade antioxidante das amostras,
porém resultados em altas temperaturas se mostraram muito acima do valor obtido nesse
estudo em temperaturas mais baixas e valores observados na literatura. A média de atividade
antioxidante obtida nesse estudo, no entanto, se mostra dentro do ja observado para outras
matrizes proteicas e enzimas utilizadas.

Bernardi et al. (2016) produziu hidrolisado proteico a partir de cabecas e carcacas
evisceradas de tilapia (Oreochromis niloticus) com a enzima Alcalase. Através do método
ORAUC, foi observada uma atividade antioxidante de 338 pumol Trolox/g apos 3 horas e 20
min de reacdo. Diante da boa resposta obtida pelo método ORAC, que apresenta uma melhor
correlagdo com condicdes fisiologicas, o efeito antioxidante do hidrolisado foi testado em
mini hamburger feito de carne e gordura de porco. Apesar do efeito antioxidante do
hidrolisado ser menor que o de um antioxidante sintético, o hidrolisado conseguiu atrasar a
oxidacdo apos 7 dias de armazenamento. Em 3 horas de reacdo, valores superiores de
atividade antioxidante foram alcancados para os hidrolisados proteicos de tira-vira, 0 que
indica que os mesmos tém potencial para aplicacdo em formulacgdes de alimentos.

Estudando a atividade antioxidante in vitro de hidrolisado de bacalhau do atlantico
(Gadus morhua), Girgih et al. (2015) submeteram o bacalhau mecanicamente desossado a
uma hidrolise com pepsina por 12h e posteriormente uma hidrolise com uma mistura de
tripsina e quimotripsina por 4h. Ap0s esse processo, a atividade antioxidante do hidrolisado
resultante foi de 613 umol Trolox/g pelo método ORAC. Com residuo de tira-vira, que foi
conduzido com a protease Alcalase, em um tempo de hidrélise de muito menor (5 horas) do
que o total de 16 horas do estudo com bacalhau, foram alcancados valores superiores. Em
condicGes brandas (pH 7,5, 45 °C e E:S 2%), apds 5 horas, foi atingindo o valor de 695 pmol
Trolox/g utilizando o residuo de tira-vira e a Alcalase.

Utilizando carne mecanicamente separada de Tilapia, Antunes et al. (2016) obtiveram,
apos 5h de hidrélise com Alcalase, um grau de hidrdlise de 41% e a atividade antioxidante de
700 pumol Trolox/g utilizando o método ABTS, sendo a atividade do branco aproximadamente
25 pmol Trolox/g. Apesar do radical e método serem diferentes, é possivel observar que o
aumento da atividade antioxidante em ambas as matrizes foi parecido, demonstrando que a
enzima Alcalase leva a uma melhoria nessa atividade bioldgica dos hidrolisados.

Neves et al. (2017), em seu estudo com extracdo proteica de aparas de salméo (Salmo
salar) e posterior hidrolise por 4 horas, obtiveram uma atividade antioxidante de 198 pmol
Trolox/g por ORAC na proteina extraida. Apés a hidrdlise com Alcalase, obtiveram um grau
de hidroélise de 18,3% e a atividade antioxidante de 640 umol Trolox/g (ganho de 3,2x). Com
uma mistura de Alcalase e Flavourzyme, o grau de hidrélise e a atividade antioxidante obtidos
foram 16% e 620 umol Trolox/g (3,1 x). J& com a utilizacdo da Corolase, observou-se um
grau de hidrolise de 24,3% e uma atividade antioxidante de 659 pumol Trolox/g (3,3X). E
finalmente a hidrolise com a enzima Promod resultou em um grau de hidrélise de 22,1% e
uma atividade de 883 umol Trolox/g (4,6x). Comparando os dados de Neves com os obtidos
na hidrolise de tira-vira, utilizando Alcalase, em tira-vira foi possivel alcancar maiores ganhos
de GH e atividade antioxidante. Essas diferencas podem estar relacionadas as condicGes de
hidrolise, que para a producéo de hidrolisado de salméo foram pH 7, 50 °C e razéo E:S 1%.
As matrizes utilizadas em cada trabalho também podem influenciar, visto que o residuo de
tira-vira é contituido em sua maior parte de musculo, ja as aparas de salmdo contém 0sso, pele
e masculo.

Outro efeito interessante que pode ser observado € a relacdo da atividade antioxidante
com o teor de aminoacidos aromaticos. Todos os aminoacidos obtidos biologicamente sdo
potencialmente oxidaveis, porém aminoacidos com cadeias laterais contendo enxofre
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nucleofilico (cisteina e metionina) ou cadeias laterais aromaéticas (triptofano, tirosina e
fenilalanina) se mostram mais reativos, pois o hidrogénio é facilmente retirado (ELIAS;
KELLERBY; DECKER, 2008). Neste estudo, observou-se que as condi¢des reacionais com
um maior crescimento do teor de aminoacidos aromaticos geralmente apresentavam também
um crescimento na atividade antioxidante.

Os tempos de 1, 3 e 4 horas de reacdo foram utilizados para a avaliagdo dos
pardmetros pH, temperatura e razdo E:S e posterior modelagem matemaética utilizando o
modelo da Equacdo 8. A atividade antioxidante obtida para o planejamento experimental
exposto na Tabela 2 nesses tempos e os valores preditos pelos modelos estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Respostas de atividade antioxidante obtidas do planejamento fatorial 2% para os trés tempos
escolhidos.

Atividade Antioxidante — AA (umol Trolox/ g)

Exp 1 hora de reacéo 3 horas de reacdo 4 horas de reacao
Obs Pred Obs Pred Obs Pred
1 242 228 328 252 393 286
2 406 348 401 346 463 386
3 373 381 743 785 946 1281
4 339 349 671 561 489 389
5 385 420 594 646 1253 1490
6 332 302 408 365 487 312
7 297 264 553 661 871 1131
8 474 466 799 873 1352 1618
9 390 407 564 592 777 601
10 432 419 1219 1053 2953 2377
11 408 393 514 529 728 669
12 254 268 348 323 461 410
13 248 292 279 447 283 633
14 214 261 373 360 531 364
15 271 263 375 376 572 529
16 238 263 388 376 533 529
17 286 263 365 376 443 529

A ANOVA, com nivel de confianca de 95%, feita para a atividade antioxidante nos
trés tempos escolhidos se encontra na Tabela 12. Através do teste F de Fisher e do p-valor (p
< 0,05), observa-se em uma hora a significancia dos trés parametros estudados, sendo que pH
e razdo E:S apresentam apenas efeitos lineares e a temperatura apresenta efeitos linear e
quadratico. Em 3 e 4 horas observa-se o crescente efeito da temperatura, sendo em 3 horas o
pH e a temperatura significativos e em 4 horas apenas a temperatura significativa. A reducéo
dos efeitos das demais variaveis analisadas, permanecendo apenas a temperatura, reforca a
teoria observada para o teor de aminodcido, de que em altas temperaturas, a concentragdo da
amostra provocada pela alta temperatura pode interferir na anélise de efeitos definida pelo
planejamento experimental. A Unica variavel resposta que ndo foi prejudicada com essa
concentragdo foi o grau de hidrolise, pois 0 método pH-stat leva em conta 0 nimero de
ligages peptidicas existentes no substrato e quantas dessas ligacGes sdo quebradas, o que ndo
é alterado pela perda de 4gua por evaporagdo no processo.

48



Tabela 12 - Analise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais de atividade antioxidante obtidos no
planejamento nos trés tempos escolhidos.

Fator Soma dos Graus de Média dos =
guadrados liberadade guadrados b

1 hora de reacéo
pH (L) 23320,2 1 23320,2 12,33 0,010
pH (Q) 7819,7 1 7819,7 4,14 0,081
T (L) 19714,8 1 19714,8 10,43 0,014
T (Q) 12021,7 1 12021,7 6,36 0,040
E:S(L) 21303,1 1 21303,1 11,27 0,012
E:S(Q) 5756,4 1 5756,4 3,04 0,125
pHXxT 2,7 1 2,7 0,00 0,971
pH x E:S 2608,8 1 2608,8 1,38 0,279
TXE:S 34443 1 3444,3 1,82 0,219
Residuo 13237,6 7 1891,1
Total 100183,2 16
3 horas de reacao
pH (L) 87542,5 1 87542,5 5,99 0,044
pH (Q) 9269,0 1 9269,0 0,63 0,452
T (L) 443399,3 1 443399,3 30,36 0,001
T(Q) 197102,4 1 197102,4 13,49 0,008
E:S (L) 34262,4 1 34262,4 2,35 0,169
E:S(Q) 6577,7 1 6577,7 0,45 0,524
pHXxT 4444 1 4444 0,03 0,866
pH x E:S 5263,2 1 5263,2 0,36 0,567
TXxE:S 8109,9 1 8109,9 0,56 0,480
Residuo 102240,6 7 14605,8
Total 881745,2 16
4 horas de reacao
pH (L) 44028 1 44028 0,35 0,575
pH (Q) 728 1 728 0,01 0,942
T (L) 3670876 1 3670876 28,79 0,001
T (Q) 1342651 1 1342651 10,53 0,014
E:S(L) 112191 1 112191 0,88 0,379
E:S(Q) 203 1 203 0,00 0,969
pHxT 1287 1 1287 0,01 0,923
pH x E:S 243 1 243 0,00 0,966
TXxE:S 55909 1 55909 0,44 0,529
Residuo 892688 7 127527
Total 6355003 16

Nas Equacdes 15, 16 e 17, estdo apresentados os modelos gerados a partir dos dados
obtidos no planejamento para 1, 3 e 4 horas, respectivamente. Os coeficientes de
determinacéo (R?) obtidos foram 0,8679 para 1 hora de reacdo; 0,8840 para 3 horas de reacio
e 0,8595 para 4 horas de reagdo. Diante desses coeficientes de determinagdo, os trés modelos
podem ser considerados satisfatorios para descrever 0 processo.

AA1h =263 + 41 x pH + 38 x T + 33 x T + 39 x E:S (15)
AA3h =376+ 80 x pH + 180 x T + 132 x T? (16)
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AA4h =529 + 518 x T + 345 x T?

17)

A partir dos modelos obtidos para atividade antioxidante, foram geradas superficies de

resposta que podem ser vistas nas Figuras 32, 33 e 34. Analisando as superficies, é possivel
observar que em pH em torno de 8 a 9 e uma temperatura de 60 °C uma maior atividade
antioxidante pode ser obtida. Para a razdo E:S, apesar de seu aumento acarretar num
crescimento da atividade antioxidante, é suficiente 8,5% para se obter bons resultados. Esse
comportamento foi observado também na concentracdo de aminoacidos aromaticos,
reforcando a teoria de uma relacdo entre essas duas caracteristicas dos hidrolisados.
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Figura 32 - Superficies de resposta para a atividade antioxidante nas condic@es: (a) 1 hora e E:S 2%, (b) 1 horae

E:S8,5% e (c) 1 horae E:S 15%.
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Figura 33 - Superficies de resposta para a atividade antioxidante nas condices: (a) 3 horas e E:S 2%, (b) 3
horas e E:S 8,5%, (c) 3 horas e E:S 15%.
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Figura 34 - Superficies de resposta para a atividade antioxidante nas condi¢es: (a) 4 horas e E:S 2%, (b) 4
horas e E:S 8,5% e (c) 4 horas e E:S 15%.

O ponto de pH 6, 60 °C e E:S 8,5%, assim como nas outras respostas, foi escolhido
para a verificacdo da validade dos modelos. Um problema técnico com o equipamento R
Chisto (Infinite M200, Tecan®, Suica), utilizado para a analise, inviabilizou essa
confirmacdo. A andlise do teor aminoacidos aromaticos apontou que o efeito da concentracao
das amostras devido a perda de agua ao longo da reacdo provavelmente ocorreu. O esperado
para as amostras do ponto de validacéo seria obter valores menores de atividade antioxidante

que os vistos para 60 °C no planejamento, que se apresentaram acima de 2000 umol Trolox/g,
porém, mantendo ainda uma boa atividade antioxidade.

4.2.2.4 Propriedades Emulsificantes

Propriedades emulsificantes sdo importantes funcionalidades de proteinas e de alguns
dos hidrolisados proteicos. Neste estudo, a capacidade que proteina/polipeptideos/peptideos
de CMS de tira-vira possuem em auxiliar na formacgéo e na estabilizacdo da emulsdo foram
estudadas utilizando o indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) e o
indice de estabilidade da emulséo (ESI - emulsion stability index), medidos através do método
turbidimétrico a um comprimento de onda de 500 nm de Pearce e Kinsella (1978) e um pH 7
ajustado por meio de tampéo fosfato de sodio. O EAI observado em 5 horas de processo varia
entre 25,7 e 59,3 m?/g de amostra (Figuras 35, 36 e 37). Para o ponto 10 (pH 7,5; 60 °C, E:S
8,5%), em que a reagdo foi interrompida em 4 horas, obteve-se 68,9 m?/g. Os brancos dos
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experimentos (apenas o residuo diluido e processado) tiveram uma média de 36,5 m?/g de
EAI. O comportamento esperado para o EAI seria um aumento nas amostras retiradas no
inicio da reacdo e conforme a hidrdlise avangasse, ocorreria o decaimento dos valores. Isso
porque, até um determinado grau de hidrolise, o aumento do mesmo levaria a uma maior
exposicdo de grupos hidrofébicos internos facilitando sua interacdo com os lipideos
(CHOBERT; BERTRAND-HARB; NICOLAS, 1988). Apesar dessa influéncia positiva até
certo ponto, um avanco muito grande na hidrélise pode levar a quedas bruscas na capacidade
emulsificante das proteinas, visto que pequenos peptideos se difundem e absorvem
rapidamente na interface, porém eles sdo menos eficientes em diminuir a tensdo interfacial,
visto que ndo possuem a mesma capacidade que peptideos maiores tem de se desdobrar e
reorientar na interface (PACHECO-AGUILAR; RAMIREZ-SUAREZ; MAZORRA-
MANZANO, 2008). Esse comportamento esperado, no entanto, ndo é observado para todas as
amostras. O provavel aumento na concentracdo de proteina nos hidrolisados ao longo do
tempo de reacdo, decorrente das perdas de agua por evaporacao, nao foi acompanhado na
execucdo da analise, onde a diluicdo 1:10 foi padronizada para todas as amostras.
Provavelmente, essa foi a causa dos ganhos muito altos de EAI observados nas amostras
retiradas nas horas finais de reacéo.
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Figura 35 - Gréficos de indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) dos experimentos do
planejamento na faixa final maior que 50 m?/g.
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Figura 36 - Gréficos de Indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) dos experimentos
do planejamento na faixa final entre 50 e 30 m?/g.
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Figura 37 - Gréficos de Indice de atividade emulsificante (EAI - emulsifying activity index) dos experimentos
do planejamento na faixa final menor que 30 m?/g.
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J& o indice de estabilidade (ESI) variou de 14,4 a 28,0 minutos ap6s 5 horas de
processo, porém o maximo obtido foi 42 minutos apds 1 minuto de processo nas condigdes de
pH 6, 45 °C e E:S 8,5%. Para a maioria dos experimentos, entretanto, ndo se apresentaram
grandes mudancas ao longo do tempo, ficando na média de 15 minutos (Figura 38). A média
de ESI dos brancos dos experimentos foi de 12,7 minutos. A baixa estabilidade observada
pelos ESI pode ser relacionada ao pH utilizado para a analise, que pode estar proximo ao
ponto isoelétrico da proteina, fazendo com que algumas moléculas grandes dos hidrolisados
precipitem ou as cargas liquidas das grandes moléculas sejam reduzidas, o que leva a
diminuicdo das propriedades emulsionantes, como observado por Liu et al. (2014).
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——Exp 1 (pH 6,6;36 °C; E:S4,7%) —B—Exp 2 (pH8,4; 36 °C; E:S 4,7%)
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Figura 38 - Gréficos de indice de estabilidade da emulso (ESI - emulsion stability index) dos 17 experimentos
do planejamento.

Os valores observados na literatura variam bastante e vérios fatores podem interferir
nas propriedades emulsificantes dos hidrolisados, como o avanco da hidrolise, a concentracdo
de proteina na solucdo e o pH.

Em seu estudo com hidrolisado proteico de carne submetida a um processo de retirada
de gordura do peixe da espécie Decapterus maruadsi produzido com a enzima Flavourzyme
com grau de hidrélise de 60%, Thiansilakul et al. (2007) obteve um EAI de 37,3 m?/g e um
ESI de 35,9 minutos para uma solugéo de hidrolisado de concentracdo 0,1% e 6leo de soja, de
acordo com o método de Pearce and Kinsella (1978). Para uma solucdo de hidrolisado de
concentragdo de 0,5% foi observado um EAI e ESI de 23,7 m?g e 12 minutos,
respectivamente. Uma faixa bem proxima a observada nesse trabalho, cuja concentracdo da
solugcdo de hidrolisado foi de 0,2% em proteina. Conforme é visto na literatura, a
concentracdo de proteinas na solugdo pode afetar as propriedades emulsificantes. Em baixas
concentracdes, a adsorgcdo das proteinas na interface é controlada pela difusdo. Em altas
concentragOes, entretanto, essa dependéncia da difusdo ndo ocorre devido & barreira da
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energia de ativacdo, fazendo com que as proteinas se acumulem na fase aquosa (GIMENEZ
et. al., 2009).

Pacheco-Aguilar et al. (2008) estudou as propriedades emulsificantes de hidrolisados
proteicos produzidos a partir de carne da espécie de peixe Merluccius productus com a
enzima Alcalase. O método de determinagdo do indice de atividade emulsificante foi também
0 de Pearce and Kinsella (1978), com algumas modificacdes, sendo utilizado 6leo de milho
comestivel. Com um grau de hidrélise de 10%, e uma solugdo de hidrolisado de concentracéo
0,1% em proteina, o EAI foi de aproximadamente 125 m?/g tanto em pH 4 quanto em pH 7, e
280 m?/g em pH 10. Para GH de 15%, o EAI observado foi de 80, 90 e 275 m?/g para os pH
de 4, 7 e 10, respectivamente. Quando o GH foi de 20%, o EAI obtido foi de 75, 95 e 260
m?/g para os pH de 4, 7 e 10, respectivamente. O pH usado nesse estudo foi 7,0, e os valores
observados foram menores que 0s observados nesse mesmo pH para o hidrolisado de
Merluccius productus, isso pode ser explicado menor pelo maior grau de hidrdlise neste
trabalho e diferenca na estrutura protéica.

Outro trabalho que utilizou 0 método de Pearce and Kinsella (1978) e 6leo de milho
foi de Dos Santos et. al. (2011). Nesse estudo com hidrolisados proteicos de Prionotus
punctatus utilizando a enzima Alcalase, o grau de hidrolise obtido foi de 34,7%. Os EAIs
observados (solucdo de hidrolisado de concentracdo 0,2% em proteina) para a carne 26,2;
71,3; 56,7; 162,2 e 123,2 m?/g para os pHs 3, 5, 7, 9, e 11, respectivamente. Os hidrolisados
produzidos com Alcalase apresentaram EAIls de 54,4; 28,1; 25,29; 20,5 e 19,9 m?/g para os
pHs 3, 5, 7, 9, e 11, respectivamente. Nota-se que a carne do peixe Prionotus punctatus tem
um EAI superior ao do residuo utilizado nesse estudo, porém os hidrolisados tém valores
proximos. O presente estudo, com hidrolisado de tira-vira, foi conduzido apenas em pH 7,
pois o foco era entender como o avanco da hidrolise influenciava nas propriedades
emulsificantes, sem levar em consideracdo as diferencas de condi¢do para aplicagéo.
Mudancas no pH e na forca i6nica podem alterar a conformacdo protéica, que afeta por
conseqiiéncia propriedades hidrofobicas das proteinas. Geralmente, proteinas que apresentam
altos niveis de hidrofobicidade superficial exibem boas propriedades emulsificantes. Em pHs
alcalinos, um desdobramento estrututal dos polipeptideos, causado por cargas negativas
podem causar uma repulsdo e permitir uma melhor orientacdo dos polipeptideos na interface.
Assim, pode ocorrer uma exposicdo mais eficaz dos residuos hidrofobicos e hidrofilicos
existentes nesses peptideos, levando a uma maior interacdo na interface o6leo/agua
(FLIGNER; MANGINO, 1991; PACHECO-AGUILAR; RAMIREZ-SUAREZ; MAZORRA-
MANZANO, 2008).

Liu et. al. (2014) utilizou subprodutos como carne deixada na carcaca, cabeca, pele e
visceras da espécie de peixe Hypophthalmichthys molitrix para processamento de surimi e
posterior hidrolise proteica com Protamex e Alcalase. Para os hidrolisados produzidos com
Alcalase, 0 EAI observado foi de 36,2; 34,9 e 30,2 m?/g e o ESI foi de 23,2; 19,6 ¢ 18,2
minutos para os graus de hidrélise de 10, 20 e 30%, respectivamente. Os hidrolisados obtidos
com Protamex apresentaram EAI de 54,9; 39,2 e 33,9 m?/g e ESI de 25,3; 18,7 e 17,7 minutos
para 0s graus de hidrolise de 10, 20 e 30%, respectivamente. Esses resultados confirmam a
teoria, ja explicada, de que um avanco da hidrdlise leva uma queda nas propriedades
emulsificantes, o que também foi visto neste trabalho, salvos efeitos de concentracdo das
amostras nos ultimos tempos de hidrdlise.

A ANOVA, com nivel de confianca de 95%, feita para o EAI nos tempos 1, 3 e 4
horas de reagdo, como visto na Tabela 13. Através do teste F de Fisher e do p-valor (p <
0,05), foi possivel observar que apenas em 4 horas um parametro estudado teve significancia
no processo, que foi a temperatura. Em 1 e 3 horas, nenhum pardmetro se mostrou
significativo.
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Tabela 13 - Analise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais do indice de atividade emulsificante
(EALI - emulsifying activity index) obtidos no planejamento nos trés tempos escolhidos.

Fator Soma dos Graus de Média dos =
guadrados liberadade guadrados b

1 hora de reacéo
pH (L) 86,7 1 86,7 4,23 0,079
pH (Q) 0,1 1 0,1 0,01 0,945
T (L) 23,7 1 23,7 1,16 0,317
T (Q) 11,2 1 11,2 0,55 0,483
E:S(L) 43,7 1 43,7 2,14 0,187
E:S(Q) 0,7 1 0,7 0,03 0,864
pHXxT 31,6 1 31,6 1,54 0,254
pH x E:S 17,6 1 17,6 0,86 0,385
TXE:S 16,4 1 16,4 0,80 0,401
Residuo 143,4 7 20,5
Total 377,9 16
3 horas de reacao
pH (L) 143,8 1 143,8 4,24 0,078
pH (Q) 50,5 1 50,5 1,49 0,262
T (L) 87,8 1 87,8 2,59 0,152
T(Q) 31,1 1 31,1 0,92 0,370
E:S (L) 68,4 1 68,4 2,02 0,198
E:S(Q) 0,6 1 0,6 0,02 0,897
pHXxT 62,0 1 62,0 1,83 0,218
pH x E:S 17,7 1 17,7 0,52 0,494
TXE:S 1,8 1 1,8 0,05 0,825
Residuo 237,2 7 33,9
Total 733,9 16
4 horas de reacao
pH (L) 30,1 1 30,1 0,63 0,452
pH (Q) 53,5 1 53,5 1,13 0,324
T (L) 869,6 1 869,6 18,33 0,004
T (Q) 166,4 1 166,4 3,51 0,103
E:S(L) 138,4 1 138,4 2,92 0,131
E:S(Q) 0,5 1 0,5 0,01 0,922
pHxT 202,6 1 202,6 4,27 0,078
pH x E:S 34,8 1 34,8 0,73 0,420
TXE:S 6,8 1 6,8 0,14 0,715
Residuo 332,2 7 47,5
Total 1920,9 16
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Uma andlise de variancia (ANOVA), com nivel de confianca de 95%, também foi feita
para 0 ESI nos tempos 1, 3 e 4 horas de reacdo, e esta apresentada na Tabela 14. Através do
teste F de Fisher e do p-valor (p < 0,05), observa-se que em 3 horas de processo a interagcdo
entre pH e temperatura se mostrou significativa, sendo que o restante dos pardmetros nao
apresentou significancia. Em 1 e 4 horas, nenhum parametro se mostrou significativo.

Tabela 14 - Analise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais do indice de estabilidade da emulsao
(ESI - emulsion stability index) obtidos no planejamento nos trés tempos escolhidos.

Fator Soma dos Graus de Media dos =
guadrados liberadade guadrados P

1 hora de reacéo
pH (L) 39,0 1 39,0 5,29 0,055
pH (Q) 10,4 1 10,4 1,40 0,275
T (L) 13,1 1 13,1 1,77 0,225
T (Q) 9,7 1 9,7 1,32 0,289
E:S(L) 13,7 1 13,7 1,86 0,214
E:S(Q) 2,7 1 2,7 0,37 0,562
pHXT 20,2 1 20,2 2,74 0,142
pH x E:S 14,6 1 14,6 1,98 0,202
TXE:S 20,7 1 20,7 2,81 0,138
Residuo 51,6 7 7,4
Total 188,6 16
3 horas de reacao
pH (L) 4,9 1 4,9 2,05 0,195
pH (Q) 10,9 1 10,9 4,57 0,070
T (L) 3,3 1 3,3 1,40 0,275
T (Q) 3,3 1 3,3 1,40 0,276
E:S(L) 0,9 1 0,9 0,36 0,568
E:S(Q) 2,2 1 2,2 0,92 0,370
PpHXT 15,5 1 15,5 6,50 0,038
pH x E:S 0,4 1 0,4 0,17 0,696
TXE:S 2,5 1 2,5 1,05 0,339
Residuo 16,7 7 2,4
Total 55,9 16
4 horas de reacao
pH (L) 7,4 1 7.4 2,87 0,134
pH (Q) 8,6 1 8,6 3,33 0,111
T (L) 4,2 1 4,2 1,63 0,242
T (Q) 10,2 1 10,2 3,97 0,087
E:S(L) 0,0 1 0,0 0,00 0,963
E:S (Q) 0,0 1 0,0 0,01 0,919
pHXxT 11,3 1 11,3 4,36 0,075
pH x E:S 6,2 1 6,2 2,38 0,166
TXE:S 10,7 1 10,7 4,15 0,081
Residuo 18,1 7 2,6
Total 74,1 16

Mesmo sem significancia, observa-se uma maior relevancia do pH para os dois indices
(EAI e ESI), em 1 e 3 horas de processo. Ja em 4 horas, observa-se que o pH deixa de ser
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relevante e a temperatura passa a ter uma influéncia maior nas respostas. Uma hipotese para
esse comportamento € que nas primeiras horas de reacdo, os efeitos observados nas
propriedades emulsificantes foram em funcéo da hidrdlise e seu avango, visto que o fator que
mais influenciou o grau de hidrolise foi o pH. J& nas Gltimas horas de reacdo, o efeito de
concentracdo das amostras pela perda de agua estava sendo percebido.

Diante da anélise desses dados, modelos para descrever o EAI e o ESI ao longo do
tempo para os trés parametros estudados (pH, temperatura e razdo E:S) ndo seriam
interessantes com esses resultados experimentais. Seria mais relevante um estudo das
propriedades emulsificantes desses hidrolisados com uma extensdo de hidrolise menor, onde
essas caracteristicas sdo melhoradas. Melhorias no desenvolvimento da analise também sdo
necessarias, visto que a concentracdo de proteina na solucdo analisada € estimada, usando
como base a analise de proteina bruta feita para a pasta antes do processo de hidroélise, o que
pode levar a alguns equivocos nos resultados. Além disso, varios outros fatores interferem
nessas propriedades, o que também pode minimizar os efeitos dos trés parametros estudados
neste trabalho.
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5 CONCLUSAO

A composicdo centesimal e o perfil de aminoacidos desse residuo, que apresentou um
teor de proteinas de 15,7%, indicaram que o residuo de Tira-Vira possui potencial como fonte
proteica para aplicacdo em formulagdes alimenticias.

A hidrdlise enziméatica com Alcalase se mostrou uma alternativa promissora para o
aproveitamento de residuos provenientes da filetagem e processamento do peixe tira-vira
(Percophis brasiliensis) e as condi¢des de hidrolise a serem selecionadas mostraram-se
dependentes do perfil de produto desejado.

A andlise estatistica das respostas mostrou um comportamento inesperado do grau de
hidrolise (GH) diante do pH. A Alcalase, sendo uma enzima alcalina, tem seu 6timo em torno
do pH 8, confirmado por outros trabalhos na literatura. Neste estudo, entretanto, foi possivel
observar que os maiores graus de hidrolise sdo obtidos em pH préximo a 6, definindo este
como pH 6timo da Alcalase para a matriz Tira-Vira. O grau hidrolise maximo obtido
experimentalmente neste estudo foi de 45,24% em pH 6, 45°C e razédo E:S 8,5% ap0ds 4 horas
de reacdo, contudo, nas mesmas condi¢Bes de hidrdlise, apds 1 hora de reagdo, j& é possivel
obter 35% de GH. Desta forma conclui-se que, mesmo visando apenas um hidrolisado (sem
atentar para propriedades funcionais), o tempo de reagédo deve ser escolhido com base no tipo
de produto de interesse.

Um comportamento diferente foi observado nos aminodcidos aromaéticos, que
encontram maiores valores em pH proximo a 8,4. O crescimento no teor de aminoacidos
aromaticos também indicou o progresso da reacdo. O valor méximo do teor de aminoacidos
aromaticos (12,04 mg/mL) foi observado em pH 7,5, 60°C e razdo E:S 8,5%. Sob esta
condicdo 0 GH maximo € de 20%, logo, conclui-se que ndo ha uma relacdo direta entre GH e
teor de amino&cidos aromaticos.

O avango da hidrolise levou a um aumento na atividade antioxidante do hidrolisado, a
qual teve um ganho de ao menos 7 vezes em apenas um minuto de reacdo. Maior capacidade
antioxidante foi observada na hidrolise conduzida a pH 7,5, 60°C e razdo E:S 8,5%. Nesta
condicdo, maior atividade e produtividade foram alcancadas ap6s 4h de reacdo (2953 pmol
Trolox/g e 738 umol Trolox/g/h, respectivamente), sendo estas as condi¢des de processo
necessarias para obter um hidrolisado com alta atividade antioxidante. Esse aumento na
produtividade se deve, principalmente, a um efeito de concentracdo observado durante o
processo de hidrélise, especialmente em relacdo a 4 horas. Assim como no teor de
aminoéacidos aromaticos, ndo ha uma relacdo direta entre GH e atividade antioxidante, mas foi
notada uma relacdo entre teor de aminoécidos aromaticos e atividade antioxidante.

As propriedades emulsificantes ndo se mostraram altas no pH escolhido para analise
(pH 7), mas estdo na faixa das reportadas na literatura. Um avanco grande na hidrolise levou a
uma queda nas propriedades emulsificantes, o que mostra que essas propriedades estdo
relacionadas ao grau de hidrélise. Porém, em tempos avancados, um crescimento da atividade
emulsificante é notado, que se deve ao efeito de concentracdo das amostras e ndo a melhora
real das propriedades emulsificantes do hidrolisado.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizar hidrolisados proteicos de tira-vira obtidos nas condigdes: (i) pH 6, 45°C e
razdo E:S 8,5%, 4h de reacéo; (ii) pH 6, 45°C e razdo E:S 8,5%, 1h de reacéo; (iii) pH
7,5, 60°C e razédo E:S 8,5%, 4h de reacdo; visando identificar potenciais aplicacdes
deste como insumo em formulagdes alimenticias;

Realizar scale-up em reator de 5L visando obter dados para um estudo técnico-
econémico deste processo;

Avaliar o efeito da temperatura e da perda de agua por evaporagdo através de um
estudo da hidrdlise em sistema aberto e fechado.

Fazer um acompanhamento da concentracdo de proteinas ao longo do tempo de
hidrolise, para uma maior precisdo das analises de teor de atividade antioxidante e das
propriedades emulsificantes.

Conduzir experimentos em mesmas condi¢des e sem adi¢do de enzima, para verificar
a ocorréncia de possivel autolise no processo.

Estudar as propriedades emulsificantes em hidrolisados com menor grau de hidrdlise
(entre 5 a 10%).

Estudar a influéncia do pH nas propriedades emulsificantes dos hidrolisados proteicos.
Avaliar a hidrdlise enzimatica de residuo de tira-vira com outras enzimas comerciais, e
0 comportamento das propriedades bioldgicas e funcionais dos hidrolisados obtidos.
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