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RESUMO

O Parana ¢é o estado lider na producao de tilapias do Nilo. A industria de filetagem
produz um numero significativo de subprodutos. Uma das possibilidades de
aproveitamento destes residuos solidos € a producdo de carne mecanicamente
separada (CMS), que é obtida a partir da separagédo da carne aderida a carcaga de
peixe. Dentre os produtos possiveis de se obter a partir destes residuos estdo os
hidrolisados proteicos, fontes de aminoacidos essenciais com importantes
propriedades funcionais, assim como as caracteristicas pretendidas para o produto
podem ser controladas com base na selecdo da enzima e das condigbes deste
processo. O objetivo presente estudo foi extrair proteinas miofibrilares da CMS de
tilapia, obtendo um concentrado proteico (CP) com 65,94 % de proteinas. Este CP foi
hidrolisado com as enzimas papaina e alcalase definidas a partir do Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) onde tempo e concentracdo de enzima foram
as variaveis independentes, e as variaveis dependentes foram grau de hidrélise (GH),
solubilidade e capacidade emulsificante. Os hidrolisados da proteina de peixe (fish
protein hydrolysate, FHP) apresentaram maior GH para alcalase (GH 56,59 g/100g)
foi o experimento FHPS5 com concentracdo da enzima utilizada de 0,3975% e tempo
de hidrolise de 2,5 horas, e para a papaina (GH 131,47 g/100g) foi na concentracao
de 1,0% e tempo de 4,0 horas. Pode-se observar que a enzima papaina apresentou
maior GH em todos os experimentos avaliados comparado a alcalase. Em relagéo a
solubilidade a mesma foi determinada nos valores de pH 5,0, 7,0 e 9,0, e observou- se
qgue foi menor nos experimentos que tiveram a atividade da enzima papaina em
relacdo a enzima alcalase. As propriedades emulsificantes foram expressas em indice
de atividade emulsificante (EAI) e indice de estabilidade da emulsao (ESI). Resultados
com a enzima alcalase apresentaram maior EAl nas condicées de pH 5,0 e 9,0,
enquanto a papaina apresentou melhores resultados em pH 9,0. Foram observados
melhores valores de ESI para enzima alcalase em pH 7,0, no experimento HPP3
(90,34 min) e para a papaina experimento FPH6 (914,15 min) e FPH8 (909,95 min) no
pH 7,0. As condi¢cdes de hidrdlise sdao dependentes do perfil do produto desejado,
neste estudo as variaveis determinadas apresentaram melhores resultados pela agao
da enzima alcalase ao FPH, principalmente para a solubilidade e para a capacidade
emulsificante. Foi possivel determinar um modelo matematico com a fungao
desejabilidade considerando a concentracao e tempo para solubilidade e capacidade
emulsificante para otimizag¢do do processo de hidrolise com alcalase na concentragcao
de enzima de 1,1025 % e tempo de hidrélise de 4,615 horas. O GH foi observado maior
para o FHPC (20,59g/100g) em comparacao ao FPHO (13,80g/100g). A solubilidade
foi superior para FPHO em rela¢do ao FPHC nos pHs 5,0 e 7,0, no pH 9,0 ndo houve
diferengas significativas. Para ESI| maiores valores foram identificados para FPHO, o
contrario aconteceu para EAI, que apresentou maiores valores para FPHC. As bandas
do FPH foram caracterizadas com a analise de FTIR que permite avaliar as
modificagdes estruturais e as redugoes da cadeia proteica forma qualitiva.

Palavras-chave: co-produtos; pescado; hidrolisado proteico; alcalase e papaina.



ABSTRACT

Parana is the leading state in Nile tilapia production. The filleting industry produces a
significant number of by-products. One of the possibilities for using this solid waste is
the production of mechanically separated meat (CMS), which is obtained from the
separation of meat adhered to the fish carcass. Among the possible products to be
obtained from these residues are protein hydrolysates, sources of essential amino
acids with important functional properties, as well as the desired characteristics of the
product can be controlled based on the selection of the enzyme and the conditions of
this process. The objective of this study was to extract myofibrillar proteins from tilapia
CMS, obtaining a protein concentrate (PC) with 65.94% proteins. This CP was
hydrolyzed with the enzymes papain and alcalase defined from the Rotational Central
Composite Design (DCCR), where time and enzyme concentration were the
independent variables, and the dependent variables were degree of hydrolysis (GH),
solubility, and emulsifying capacity. Fish protein hydrolysates (Fish protein hydrolysate,
FHP) showed the highest GH for alcalase (GH 56.59 g/100g) in the FHP5 experiment
with a concentration of the enzyme used of 0.3975% and hydrolysis time of 2.5 hours.
For papain (GH 131.47 g/100g) it was at a concentration of 1.0% and a time of 4.0
hours. It can be observed that the papain enzyme presented higher GH in all
experiments evaluated compared to alcalase. Regarding solubility, it was determined
at pH values 5.0, 7.0, and 9.0, and it was observed that it was lower in experiments that
had the activity of the papain enzyme in relation to the alcalase enzyme. Emulsifying
properties were expressed as emulsifying activity index (EAI) and emulsion stability
index (ESI). Results with the enzyme alcalase showed higher EAIl in pH 5.0 and 9.0
conditions, while papain showed better results at pH 9.0. Better ESI values were
observed for alcalase enzyme at pH 7.0 in experiment HPP3 (90.34 min), and for
papain in experiment FHP6 (914.15 min) and FHP8 (909.95 min) at pH 7.0. The
hydrolysis conditions are dependent on the profile of the desired product. In this study,
the variables determined showed better results due to the action of the alcalase enzyme
on FHP, mainly for solubility and emulsifying capacity. It was possible to determine a
mathematical model with the desirability function considering the concentration and
time for solubility and emulsifying capacity to optimize the hydrolysis process with
alcalase at an enzyme concentration of 1.1025% and hydrolysis time of 4.615 hours.
GH was observed higher for FHPC (20.59g/100g) compared to FHPO (13.80g/100g).
Solubility was higher for FHPO compared to FHPC at pH 5.0 and 7.0; at pH 9.0, there
were no significant differences. For ESI, higher values were identified for FHPO, the
opposite happened for EAI, which presented higher values for FHPC. The HFP bands
were characterized using FTIR analysis, which allows structural modifications and
reductions in the protein chain to be evaluated qualitatively.

Keywords: co-products; fish; protein hydrolyzate; alcalase and papain.
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1 INTRODUGAO

Os alimentos proteicos de origem aquatica estdo sendo cada vez mais
reconhecidos por seu papel nutricional, e sua relevancia social e econémica, devido
ao seu potencial de crescimento, a disponibilidade de fatores produtivos e demanda.
(Pedroza Filho et al., 2021). A aquicultura teve uma rapida expansao e isso se deve
principalmente pela introduc¢ao de novas técnicas para produzir, com custos acessiveis
e ganhos significativos de produtividade e qualidade na producéo de proteina animal.
Os pescados possuem alto valor nutritivo, por serem fontes de proteinas, acidos
graxos poli-insaturados, minerais e vitaminas. As proteinas do pescado exibem alta
qualidade nutricional contendo uma composi¢do completa de aminoacidos essenciais
(Siqueira, 2017; Sila; Bougatef, 2016).

O consumo de pescados tem sido mais elevado gragas ao crescimento da
aquicultura, da melhoria na gestdo de pesca e oferta de variadas espécies de peixes,
além da procura crescente dos consumidores em seguir uma alimentagao saudavel
(Souza, 2019). Dentre as espécies de agua doce, destaca-se a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) espécie de peixe onivora, com facil dominio da sua reproducéo
e bom rendimento de peso-carcaca e de rapido crescimento. Se adapta tanto ao cultivo
extensivo, sem qualquer tecnologia empregada, quanto ao intensivo de criagdo em
tanques-rede com ragcées completas e com alta tecnologia de producao (Romanzini,
2023; Ferreira et al., 2015). A tilapia € a segunda espécie de peixe cultivada em agua
doce de maior importancia na aquicultura mundial (Romanzini, 2023). A popularidade
do seu cultivo em varias partes do mundo além das caracteristicas ja citadas, é
atribuida também devido aos aspectos sensoriais, com carne de alta qualidade e filés
sem espinhas intramusculares em forma de "Y" (Stiz et al., 2021).

Porém, € fundamental que o sistema de producdo esteja voltado para o
desenvolvimento sustentavel, de forma a minimizar o impacto ambiental destas
criagées e a concorréncia com outros setores pelo uso da agua. A tilapia ampliou a
participagcdo na producao brasileira de peixes de cultivo, em 2023, com 579.080
toneladas, mostra levantamento da Associagao Brasileira da Piscicultura (Peixe BR).
Com esse resultado, a espécie passou a representar 65,3% do total nacional.



Grande parte desta produgao se concentra nos estados da regiao sul e sudeste,
com mais de 50% da producao nacional de tilapia. O Parana lidera o cultivo de tilapia
no pais, com 209.500 toneladas, constata o Anuario de Peixe BR. A regido Oeste do
estado concentra 24 entrepostos de pescados de pequeno, médio e grande porte,
sendo assim destaque na psicultura brasileira, especialmente pela proximidade dos
entrepostos e da associagcdo cooperada dos piscicultores (Feiden et al., 2022).

Desta forma, um percentual significativo de residuos é gerado de forma
correspondente a producéao do filé de tilapia. O peixe quando eviscerado apresenta 8
a 16% de residuo, ja no processo de filetagem estes valores chegam a 60 a 72%
(Matiucci et al., 2021). A industria de filetagem desta espécie gera diariamente um
volume significativo de subprodutos constituidos por cabecgas, barbatanas, visceras,
escamas, carcaga e peles que constituem cerca de 60% a 70% do peixe (Matiucc,
2021) Esta porcentagem é semelhante a referida por Zamora-Sillero et al. (2018) que
apontam um valor de 60% da biomassa total.

Estes subprodutos, considerados residuos organicos sélidos gerados pelas
industrias de alimentos, aquicultura e a pesca sao sobras, que geralmente deixam de
ter utilidade para a fonte geradora. Estes residuos organicos representam um sério
problema global devido aos seus impactos econdmicos, sociais € ambientais (Khiari,
2022; Vidal-Campello et al., 2020).

Uma das possibilidades de aproveitamento destes residuos € a producao de
carne mecanicamente separada (CMS), material obtido a partir da separacao da carne
aderida a carcaga de peixe (Borgogno et al, 2017). Segundo o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2017), entende-se por carne
mecanicamente separada (CMS), a carne retirada a partir de 0ssos, carcagas ou
partes de carcagas, com exce¢do dos 0ssos da cabega, submetidos a separagao
mecéanica em equipamentos especiais - maquinas de separagao mecanica (MSM) e
imediatamente congelada, por processos rapidos ou ultra-rapidos, quando nao for
utilizada no momento seguinte.

Portanto, estes subprodutos podem servir como uma forma sustentavel de
aproveitamento, diminuindo os impactos ambientais (Decker et al., 2016). A
sustentabilidade e a responsabilidade social, visando cuidar do ecossistema ao se
redor e o aproveitamento de nutrientes destes residuos sélidos, contribui com o

desenvolvimento de técnicas para inovar e reduzir os impactos ambientais. Neste



contexto, a obtencao de hidrolisado proteico a partir dos residuos da pesca, € uma
alternativa de estudo encontrada na literatura como uma forma de recuperacéao destes
nutrientes, agregando retorno econdmico (Chalamaiah et al., 2010).

Os hidrolisados proteicos podem ser obtidos através do peixe inteiro ou de seus
subprodutos, resultando da ruptura de ligagées peptidicas, por via quimica ou
enzimatica, bem como uma combinacéo entre eles, porém a hidrélise enzimatica de
proteinas € um dos métodos reconhecido por melhorar e modificar as propriedades
fisico-quimicas, funcionais e sensoriais das proteinas sem prejudicar o seu valor
nutritivo (Oliveira, 2013).

A hidrélise enzimatica melhora a solubilidade, as propriedades emulsificantes
das proteinas, bem como pode aumentar a liberagcdo de peptideos biologicamente
ativos de certas proteinas devido a sua especificidade, seguranca e capacidade de
modificar uma grande variedade de grupos funcionais. Entretanto, deve ser realizado
um controle da hidrélise, uma vez que a melhoria destas propriedades esta
diretamente relacionada ao tamanho da cadeia peptidica (Duarte, 1998; Pacheco,
2022).

Entdo, as caracteristicas pretendidas para o produto podem ser controladas
com base na selecao da enzima e das condicbées deste processo (Kurozawa et al.,
2009). Deve-se levar também em consideragao outros fatores que incluem, por
exemplo, o preco, a disponibilidade no mercado e a garantia da repetitividade da
atividade enzimatica (Souza, 2019).

Considerando o enorme potencial da tilapia do Nilo no Brasil, e a quantidade de
carne que fica aderida a carcaca apos a etapa de filetagem, que na maioria das vezes
€ descartada, gerando desperdicio de matéria-prima e contaminacdo ambiental. O
objetivo deste trabalho foi estudar e caracterizar o concentrado proteico hidrolisado

enzimaticamente, obtido da carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia do Nilo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e caracterizar o concentrado proteico obtido por diferentes condi¢oes

de hidrélise enzimatica da carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia do Nilo.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o concentrado proteico (CP) da CMS de tilapia do Nilo.

e Determinar a composicao centesimal proximal do concentrado proteico (CP):
umidade, proteina e lipidios.

e Avaliar a acao das enzimas alcalase e papaina para hidrolise do CP através
de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

e Determinar o grau de hidrolise, a solubilidade e a capacidade emulsificante
do FPH hidrolisado por cada enzima estudada nas diferentes condicoes
utilizadas.

e Analisar utilizando a correlacdo existente entre o grau de hidrélise e a
solubilidade por meio da Analise de Componentes Principais (ACP).

e Analisar por via DCCR o grafico de contorno e a desejabilidade dos
resultados obtidos para a capacidade emulsificante dos hidrolisados pela
acao das enzimas alcalase e papaina.

e Avaliar o hidrolisado proteico significativo obtido em condicbes otimizadas
segundo o modelo matematico, determinando o grau de hidrolise,
solubilidade e estabilidade de emulsao

e Obter informagdes da estrutura do hidrolisado proteico otimizado pela
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR):
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aquicultura

A aquicultura brasileira tem se transformado de modo significativo nos ultimos
20 anos, passando de uma atividade extensiva e de pequeno porte para um setor
empresarial e com uma alta intensidade tecnoldgica. Neste contexto, a cadeia
produtiva da tilapia tem sido a principal indutora destas transformacdes (Pedroza Filho
et al., 2020).

O estado do Parana é o maior produtor nacional de tilapia, seguido de Sao
Paulo e Minas Gerais. Este volume produzido se da em virtude de sua rusticidade,
simplicidade tecnolégica e abertura de empregos no setor socioeconémico.
Atualmente as cidades de Nova Aurora, Palotina e Assis Chateaubriand estao entre
as que mais se destacam na aquicultura brasileira no estado do Parana (Peixe BR,
2023).

A Regiao Oeste do Parana concentra 24 entrepostos de pescado de pequeno,
meédio e grande porte. Sendo assim, destaque na piscicultura brasileira como o maior
polo de producao de peixes em viveiros escavados e industrializagao na producgao de
filés. Esta regido se consolida como a maior produtora de tilapia do Brasil,
especialmente pela proximidade dos entrepostos e da associagao cooperada dos

piscicultores (Feiden et al., 2022).

Figura 1 - Carcaca de tilapia apos a retirada do filé

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Quanto ao processo de industrializacao da tilapia, agrega-se valor na matéria-
prima, extremamente perecivel, ao se ampliar a vida util do produto e possibilitar novas
opcgdes de consumo. Este processo pode ser realizado de diversas formas, obtendo
produtos como filé fresco e congelado, defumados e salgados, surimi, empanados,
embutidos, farinha de residuos da filetagem para utilizacdo em ragdes, producéo de
Oleo e obtengao de silagem dos residuos da filetagem, entre outros (Schulter, 2018).
Para a transformacgéo dos animais e seus subprodutos em alimentos, existem
varias etapas a serem realizadas e algumas delas apresentam riscos de
contaminacao. Isso se deve ao fato de que altos teores de proteinas e agua em carnes,
o0 que torna o alimento altamente perecivel, além de apresentarem risco de
sobrevivéncia ou multiplicacdo de microrganismos. Periodos de longos de estocagens
podem também causar degradacao dos aminoacidos, que compdem a proteina da
carne animal influenciando na qualidade da proteina final (Souza et al., 2017).
A industria de filetagem da tilapia do Nilo gera diariamente um volume
significativo de subprodutos constituidos por cabecgas, barbatanas, visceras, escamas

e peles que constituem cerca de 65% do peixe (Zamora-Sillero et al., 2018).

3.2 Carne mecanicamente separada (CMS)

Para atender as necessidades do consumidor quanto aos aspectos sensoriais,
precos acessiveis e de facil preparo de pescados, as industrias processadoras
comercializam filés ao invés do peixe inteiro, 0 que gera quantidade relevante de
coprodutos e subprodutos, entre eles a Carne Mecanicamente Separada (CMS). A
CMS é obtida pela extracdo mecanica da carne aderida a espinha dorsal apés a
filetagem. No entanto, a CMS in natura apresenta alto teor de lipidios e substancias
indesejaveis como por exemplo, pigmentos e sangue, que aceleram sua degradacao,
conferindo ao produto sabor e odor indesejaveis (Tenuta-Filho; Jesus, 2003; Fogaca,
2015).

Segundo Bernadino-Filho e Xavier (2019), os subprodutos obtidos da filetagem
da tilapia do Nilo tém rendimento consideravel para produ¢cao de CMS com qualidade
higiénico-sanitaria adequada, caracteristicas microbiolégicas e quimicas que atendem
a legislacao vigente. Com a producao de CMS esses subprodutos do filé de tilapia

agregam valor a producéao, podendo ser utilizados na elaboracdao de produtos mais

saudaveis e nutritivos.
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A destinagdo dos residuos de peixe na tecnologia de alimentos pode ser
classificada em dois grupos, o primeiro destinado a produgédo animal, em processo
artesanal ou industrial. Geralmente o aproveitamento € feito com a produgao de dleo,
silagem, farinha de peixe, compostagem de peixes e também como fertilizantes. As
partes aproveitadas neste processo sao: cabecga, coluna vertebral, parte da carne
aderida, pele e as escamas. E o segundo grupo € destinado para a alimentagao
humana, que s&o caracterizados pela carcaga com carne aderida e aparas obtidas
durante a toalete dos filés, com a producao de CMS, parte comestivel, gerada a partir
de particulas de musculo, isento de visceras, escamas, ossos e pele (Ayroza, 2011;
Nunes, 2011; Pires et al., 2014).

As inovacgdes tecnoldgicas na industria alimenticia desempenham um papel
relevante na otimizagcdo do aproveitamento da CMS, permitindo a sua transformacéao
em diversos produtos, como hamburgers (Costa, 2017) e nuggets (Cavalcante, 2018),
amenizando o desperdicio de residuos provenientes do processamento.

Elaborar produtos que utilizam a CMS de pescados, além de melhorar o valor
nutricional dos alimentos, reduz os custos de produgcdo, também permite maior
rendimento e aproveitamento, o que pode ampliar a linha de produtos que podem ser
comercializados com enriquecimento proteico (Silva, 2010).

A alta demanda por produtos mais saudaveis impulsionou os estudos que
tendem a melhorar o perfil nutricional dos alimentos disponiveis no mercado. A
incorporacao dos produtos de pescados pode ser uma alternativa neste sentido,
visando aumentar o teor de proteinas e acidos graxos, assim como a digestibilidade
(Oliveira et al., 2021, Campelo et al., 2017; Chambd et al., 2017; Kimura et al., 2017,
Bordignon et al., 2010; Feltes et al., 2010).

3.3 Concentrado proteico (CP)

A criacao de estratégias para o aproveitamento de residuos nas industrias
alimenticias € um desafio que requer inovagao, com a correta utilizagao dos recursos
naturais disponiveis e responsabilidade social e econémica. O papel do consumidor,
enquanto a sua geracao de residuos, reforca o comprometimento sustentavel, néo
admitindo-se condutas provisoérias e sim permanentes, sendo importante a aplicacao
de conhecimentos cientificos especificos, maximizando o aproveitamento de

alimentos e a reducao do desperdicio como prioridade (Nagasaki, 2019).
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Os concentrados proteicos obtido a partir da CMS, pode se constituir em uma
alternativa promissora ao processamento do pescado, pois consiste em um produto
de alto valor proteico (Lima, 2019). Os CP de pescado s&o produtos desidratados e
moidos, com conteudo variavel de proteinas, podendo apresentar ou ndo sabor e
aroma de pescado, dependendo do método de obtencéo utilizado (Windsor, 2001;
Ordodnez, 2005), apresentam baixos niveis de umidade e gordura, alta digestibilidade,
baixo custo de producao e facil conservacao (Souza et al., 2010).

Segundo Prentice et al. (2002), os concentrados proteicos de pescado tém
como caracteristicas fundamentais o elevado valor biologico e a facil conservacéo.
Windsor (2001) distingue fundamentalmente o concentrado proteico de pescado em
trés tipos denominados tipo A, tipo B e tipo C. O tipo A é caracterizado como um pé
insipido que apresenta um conteudo lipidico de no maximo 0,75%. O tipo B € um po6
gue nao tem nenhum limite especifico sobre odor ou sabor de peixe, com conteudo de
gordura de no maximo 3%. Ja o tipo C é uma farinha de peixe, produzida sob
condi¢des higiénico sanitarias satisfatérias.

A elaboracao de concentrado proteico em paises desenvolvidos possui uma
alta demanda devido ao consumo baixo de energia que é indispensavel para a sua
producdo, armazenagem e transporte se contraposto com o pescado congelado
(Pessatti, 2001). Desta maneira, o uso da CMS para obter o concentrado proteico
aponta-se, como uma boa alternativa de aplicacao de subprodutos do beneficiamento
do pescado, promovendo a reducdao do volume de residuos solidos gerados, e
minimizando problemas ambientais (Zuffo et al., 2020) e ode ser utilizado como
enriquecedor de alimentos.

Apesar dos beneficios do consumo de peixes e coprodutos do pescado para a
saude e da grande producao, o consumo no Brasil continua baixo, sendo que umas
das alternativas para alavancar o consumo e também a producdo aquicola é a
elaboracao de novos produtos com a inclusao de pescado, oferecendo ao consumidor
opgoes de escolha (Oliveira et al., 2021; Verdi et al., 2020). Muitas pesquisas vém
sendo desenvolvidas sobre a hidrolise de proteinas de peixe, de modo a aumentar o
consumo desta fonte marinha e concentrar este macro nutriente que possui um
potencial substancial como ingredientes para o desenvolvimento de novos produtos

alimenticios (Carvalho Barbosa et al., 2021).
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3.4 Proteina dos pescados

A composicao quimica de pescado varia de acordo com fatores como espécie,
idade, estado fisioldgico, época e regido de captura. E relevante o seu conhecimento
e compreensao, pois a composi¢cao quimica exerce influéncia sobre as caracteristicas
de qualidade e estabilidade do pescado, os cuidados de manipulagdo necessarios, as
possibilidades de processamento, além de fornecer informagdes nutricionais ao
consumidor (Contreras-Guzman, 1994; Lahnke, 2022).

As proteinas sdo polimeros constituidos por uma ou mais cadeias de
aminoacidos. A carne de peixe constitui uma fonte de proteinas de alto valor bioldgico,
abundante e de boa qualidade, sendo uma das proteinas de origem animal mais
consumidas (Silva et al., 2021, Soares; Gongalves, 2012). Segundo a Organizacao
das Nac¢des Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO,1995), as proteinas no
tecido muscular dos peixes podem ser divididas em trés categorias:

e As proteinas estruturais (actina, miosina, tropomiosina e actomiosina), que
constituem 70-80% do conteudo proteico total (em comparagao com 40%
em mamiferos), sendo soluveis em solugdes de sal neutro de forga ibnica
razoavelmente alta.

e Proteinas sarcoplasmaticas (mioalbumina, globulina e enzimas) que sao
soluveis em solucdes salinas neutras de baixa forca ibnica, constituindo
entre 25-30% da proteina.

e Proteinas do tecido conjuntivo (colageno), representando quase 3% da
proteina em teledsteos e cerca de 10% em elasmobranquios (em
comparacao com 17% em mamiferos).

A proteina € a principal fonte de aminoacidos e uma importante fonte de energia
dentro da dieta. Além desta nutricdo basica, as proteinas contém motivos que podem
possuir bioatividade. Um grande foco da pesquisa recente em alimentos tem sido a
identificacdo de varias bioatividades em fontes de proteina de baixo valor para
aplicagao potencial como ingrediente alimentar funcional. Assim, tem ocorrido uma
qguantidade significativa de pesquisa realizada para extrair peptideos bioativos de
hidrolisados de varias fontes de proteina. Estas fontes de proteina incluem soro de

leite e caseina, pescados, ovo, trigo, e soja, entre outros (Sharkey et al., 2020).
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A carne é a porgao comestivel que tém importéncia pelo se papel nutricional e
socioeconémico, por apresentar alto valor nutritivo, sendo constituida principalmente
de tecido muscular, tecido conjuntivo e gordura. A fragao proteica apresenta alto valor
biologico, qualidade e digestibilidade, além de um teor apreciavel de aminoacidos
essenciais. A digestibilidade da fracdo proteica de carnes € alta, acima de 90%,
conforme a espécie, € superior a do leite, devido a minima quantidade de tecido
conjuntivo. As proteinas contrateis actina e miosina sdo as encontradas em maior
concentracao na fibra muscular dos peixes (Contreras-Guzman, 1994; Freiria, 2017,
Lahnke, 2022).

O concentrado proteico obtido por meio da CMS, € uma das alternativas
tecnoldgicas de melhor aproveitamento da parte comestivel do pescado, gerando um
produto composto basicamente de proteinas miofibrilares, tornando-se assim uma
fonte promissora para alimentos funcionais e formulados. Além disso, pode
potencializar propriedades funcionais da proteina como solubilidade, capacidade de

formacao de espuma dentre outras (Pacheco, 2022).

3.5 Hidrolisados proteicos (HP)

Os subprodutos gerados no processamento de pescado séo ricos em proteinas
(8 a 35 %) (Sila et al., 2016) e lipideos, muitas vezes eliminados sem aproveitamento,
provocando um grande impacto ambiental. Estes subprodutos podem ser utilizados na
producéao de concentrados (CP) e hidrolisados proteicos (HP), farinha e 6leo de peixe
(Sucasas, 2011), biodiesel e biogas (Cheerawit et al., 2012), podendo também ser
usados na industria farmacéutica, médica e cosmética.

As propriedades técnicas funcionais dos hidrolisados dependem de suas
caracteristicas estruturais, incluindo equilibrio hidrofilico/lipofilico, comprimento da
cadeia, conformacao, flexibilidade e ponto isoelétrico. Hidrolisados de menor massa
molar exibem melhor capacidade de retencao de agua do que peptideos de tamanho
maior, uma vez que peptideos menores sao frequentemente mais hidrofilicos (Felix et
al., 2019).

Os hidrolisados proteicos de peixes (FHP - fish proein hydrolsates) mesmo
quando produzidos com subprodutos de baixo valor comercial, sdo produtos com
elevado valor nutricional que contém predominantemente di e tripeptideos (Dinel et al.,

2021; Mangano et al., 2021),que sao produtos da decomposicao de proteinas de
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peixe em peptideos menores, que normalmente contém de 2 a 20 aminoacidos
(Chalamaiah et al., 2012). Obtidos por via quimica ou enzimatica, sendo facilmente
absorvidos que os aminoacidos livres e as proteinas intactas.

Por conseguinte, a hidrolise enzimatica é considerada a forma mais eficaz para
obter proteinas com propriedades bioativas. Qualquer processo de hidrolise envolve
pelo menos cinco variaveis independentes, sendo elas a concentragcdo do substrato
proteico, relacdo enzima-substrato (E/S), pH, temperatura e tempo. Geralmente, existe
uma combinacéo ideal de pH e temperatura, onde a enzima mostra atividade mais alta
(Zamora-Sillero et al., 2018).

Para promover a atividade biologica de peptideos, que sao inativos na estrutura
nativa da proteina, elas devem ser liberadas protedlise (digestao in vivo) ou hidrolise
(in vitro por enzimas. O efeito da variagao da concentragéo e do tempo de hidrélise no
hidrolisado proteico, estavam contidos com alta quantidade de aminoacidos e
peptideos de baixo peso molecular, sendo fonte de antioxidante e inibidor da enzima
conversora de angiotensina | (ECA) (Chuesiang; Sanguandeekul, 2015).

Os peptideos gerados durante a hidrolise dependem em grande parte da
especificidade da(s) enzima(s) proteolitica(s) utilizada(s), temperatura de hidrélise, pH
e relacao enzima/substrato. Dada a grande variedade de opg¢des de enzimas a serem
consideradas, dependendo do resultado primario desejado (pequenos peptideos,
peptideos de comprimento médio, etc.) existem muitas permutacdes possiveis de
peptideos que podem ser produzidos como resultado do processo de hidrélise e isso
se reflete na variabilidade dos dados aqui apresentados e nas diferencas nas

dosagens utilizadas (Sharkey, 2020).

3.6 Hidrolise enzimatica

As proteinas hidrolisadas passam por um processo que resulta na quebra da
molécula proteica em cadeias peptidicas menores e aminoacidos livres. Dada a
grande variedade de opgOes de enzimas a serem consideradas dependendo do
resultado primario desejado (pequenos peptideos, peptideos de comprimento médio,
etc.) dependem da especificidade das enzimas proteoliticas utilizadas, da temperatura
do processo de hidrolise, do pH e da proporgao enzima/Substrato. E isto se reflete nos
efeitos desejaveis em uma hidrolise.de uma estrutura proteica e diferengas das

dosagens usadas (Sharkey, 2020).
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Figura 2 - Exemplo de hidrolise enzimatica

Hidrolise
enzimatica
Proteina
Baixo grau de hidralise Alto grau de hidrolise

Fonte: Autoria propria (2023).

Na hidrélise com enzima(s) adicionada(s) ndo ocorrem alteragées negativas
nos aminoacidos, nem a formacao de substancias toxicas, sendo o processo de
hidrolise realizado em condi¢cbes suaves e muito controladas, permitindo assim um
melhor controle do processo de hidrolise e do produto resultante. A utilizagdo de
enzimas proteoliticas € comum nas industrias alimenticias, por ndo necessitarem de
altas temperaturas e geralmente clivarem ligagbes peptidicas especificas, o que torna
possivel a previsao do perfil peptidico, permitindo assim a repetibilidade do processo
e padronizacgéao (Lindberg et al., 2021; Guadix et al., 2000).

De acordo com Szczodrak e Fiedurek (1996) e Zhu (2005), o rendimento da
hidrolise enzimatica € governado por muitos fatores, que incluem tipo e concentragao
de substrato, pré-tratamento, inibicdo das enzimas pelos produtos finais da
biodegradacao, termoestabilidade das enzimas, tempo de reacdo, pH e agitagcdo. O
processo de hidrolise enzimatica € caracterizado no inicio por uma fase logaritmica,
devido a liberacao rapida de acucares soluveis na reacao. Apos esta fase, ha uma taxa
de declinio na producdo de acucares (Gregg; Sanddler, 1996). Esta queda da
produtividade pode estar relacionada com inibigao pelo produto, perda da enzima por
adsorc¢ao a lignina ou inativacao da enzima por diversos fatores, tais como desativacao
térmica e/ou mecanica (Gregg; Sanddler, 1996; Dasari; Berson, 2007).

Os HP obtidos apresentam um valor nutricional semelhante ao das proteinas
originais, mas exibem diversas atividades biologicas que ndo se manifestam nas
proteinas intactas. Este processo permite obter produtos com grande reprodutividade
em virtude das especificidades das enzimas utilizadas e do controle das condi¢des de

hidrélise. Assim, as caracteristicas pretendidas para o produto podem ser controladas
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com base na selec¢do da enzima e das condi¢des deste processo (Kurozawa et al.,
2009).

Entretanto, num processo industrial, na selecdo da enzima devem se levar em
consideracao varios fatores que incluem, por exemplo, o preco, a disponibilidade no
mercado e a garantia da repetibilidade da atividade enzimatica.

Ao produzir hidrolisados proteicos de peixe (FPH) usando enzimas sob
condicOes controladas, a possibilidade de variavel é reduzida. No entanto, isso ndo
elimina completamente a variagéo, pois ainda pode haver alguma variagao entre os
lotes de hidrolisado. A vantagem da hidrélise enzimatica sobre a hidrélise acida ou
microbiana, € o tempo relativamente curto necessario para produzir um alto grau de

hidrolise. Acredita-se que os peptideos curtos resultantes sejam mais resistentes a
digestdo gastrointestinal do que as proteinas intactas. Isto os torna muito mais
interessantes para aplicagdo em alimentos funcionais (Zhang, 2016; Sharkey, 2020).

Os parametros mais importantes da reagdo da hidrdlise enzimatica sao as

concentragdes de substrato (proteina), relacao enzima/substrato, pH e temperatura.
Além da especificidade e propriedades da enzima, existem outros parametros
responsaveis pela trajetéria da reacao de hidrélise da proteina. A hidrolise enzimatica
da proteina resulta em: diminui¢cdo do peso molecular, aumento do numero de grupos
ionizaveis, exposi¢cao de grupos hidrofobicos que estavam protegidos na estrutura
original da proteina (Roman; Sgarbieri, 2005).

A reacao enzimatica de hidrolise de proteinas de peixe pode resultar em duas
fracdes proteicas, uma parte soluvel e outra insoluvel. Enzimas como a papaina,
alcalase, neutrase e protamex foram utilizadas para obter hidrolisados de proteinas
aquaticas. As caracteristicas dos estruturais dos hidrolisados estao relacionadas aos

locais de clivagens da proteina (Noman et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos laboratorios da Universidade Tecnologica
Federal do Parana (UTFPR - Campus Campo Mour&o), por meio do Programa de Pés-
Graduacdao em Tecnologia de Alimentos (PPGTA). A estrutura de laboratorios

multiusuarios da UTFPR também foi utilizada.

4.1 Matéria-prima

A CMS de tilapia do Nilo foi gentilmente cedida por uma empresa processadora
de filés da regido oeste do estado do Parana. Apds o recebimento das amostras
congeladas, estas foram armazenadas em freezer a uma temperatura de -18°C.

As enzimas alcalase protease obtida do Bacillus licheniformis e a papaina
enzima vegetal ambas da marca Sigma-Aldrich, foram adquiridas com recurso

financeiro de editais de fomentos de apoio a pesquisa da UTFPR.

4.2 Obtengao do concentrado proteico (CP)

O concentrado proteico foi obtido de acordo com o método de Eisele e Brekke
(1981) e Vidal (2011) com modificagbes neste trabalho. As amostras de CMS foram
descongeladas parcialmente em geladeira a 4 °C por aproximadamente 8 horas antes
das analises. Em seguida, pesadas 100 g de CMS, e submetidas a lavagens
considerando a proporcao de 1:3 (sdlido: liquido). A lavagem inicial foi realizada com
agua destilada refrigerada com a temperatura de aproximadamente 10 °C, em banho
maria invertido, sob agitacdo no agitador mecéanico da (Fisaton®), a 1.500 rpm, por 5
minutos. A amostra foi filtrada, para retirar o excesso de agua, usando-se um saco de
microfibra de poliéster. Apos a lavagem fez-se a filtracdo, descartando esta agua de
lavagem.

A segunda lavagem foi realizada com acido fosférico (H3PO4) a 0,05%,
agitando-se mecanicamente em um agitador, por 15 minutos, a uma temperatura de
5 °C, visando a desodorizacdo do concentrado proteico e alcance do pH £ 5,0,
considerado o ponto isoelétrico da proteina miofibrilares de carnes segundo
Kristinsson (2003) no ponto isoelétrico a proteina apresenta a menor solubilidade,
formando precipitados. Apos aguardar a decantagao dos sélidos da CMS, o processo

de filtragem foi realizado.
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A terceira lavagem foi hovamente realizada com agua destilada, seguindo as
mesmas condi¢cdes da primeira lavagem. Deixada em repouso para decantar por
aproximadamente 5 minutos, realizou-se novamente a filtragem. Descartou-se o
liquido da filtragem, e a parte sdélida precipitada da ultima lavagem de CMS foi disposta
em bandejas forradas com papel aluminio, submetidas a secagem em estufa com
circulagao de ar da marca CIENLAB®, por 15 horas, a uma temperatura de 50 °C.

O material seco foi submetido a uma lavagem com etanol 70%, para redugao
do conteudo lipidico filtrado com uma peneira 75 mm e levado a estufa novamente,
por 3 horas a 50 2C. Em seguida, o material seco, denominado de concentrado proteico
(CP) foi triturado em liquidificador, embalado em sacos plasticos € mantidos em
congelamento a -18 °C para as analises posteriores. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

4.3 Determinagao da composicao centesimal proximal do CP

A analise de umidade foi realizada pelo método gravimétrico foi utilizado para
determinar a umidade a 105 °C até obtencdo de peso constante. determinacado de
proteinas foi feita pelo processo de digestao de micro Kjeldahl, com correcao do fator
nitrogénio-proteina de 6,25. ambas de acordo com os Métodos Fisico-Quimicos para
Analise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008). A determinacéo de lipideos foi
realizada de acordo com o proposto por Bligh e Dyer (1959), onde a extragdo de

lipideos é realizada a frio, utilizando uma mistura de cloroféormio, metanol e agua.

4.4 Processo de hidrélise

Para hidrolise do concentrado proteico foram utilizadas 2 (duas) diferentes
enzimas, Alcalase 2,4L, e Papaina, ambas provenientes da empresa Sigma Aldrich.
Cada enzima foi submetida a condi¢des ideais de temperatura e pH (Alcalase 2,4L pH
8,0/ 54 °C; Papaina pH 5,5/ 50 °C). Com a finalidade de avaliar a influéncia das
concentragdes das enzimas e do tempo no processo de hidrolise no CP, foi realizado
o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). O DCCR foi planejado
utilizando para determinar o ponto 6timo da hidrélise do concentrado proteico e obter
um modelo quadratico completo que descreva o processo enzimatico. O delineamento
adotado para o DCCR contém 2 (dois) pontos centrais e 2 (dois) pontos axiais. A

Tabela 1 apresenta os valores codificados e decodificados analisados para os
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experimentos em relacdo as duas enzimas. Considerando como variaveis
dependentes o grau de hidrélise, a solubilidade e a capacidade de emulsificacdo. As
enzimas foram adicionadas ao CP em concentracgdes de 0,50, 0,75 e 1,00% peso/peso
(p/p) sobre substrato (concentrado proteico/CP) e incubadas por trés diferentes
tempos, sendo 1,0, 2,5 e 4,0 horas.

Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental DCCR para a hidrélise enzimatica em
concentrado proteico de Tilapia com os valores codificados e decodificados para os fatores

analisados
Experimentos Concentragé): alcalase (%) Tempc; ghoras)
] 0,5 (-1) (1)
2 0,5 (-1) 4 (1)
: 1,0 (1) 1(1)
4 1,0 (1) 4(1)
5 0,3975 (-1,41) 2,5 (0)
6 1,1025 (1,41) 2,5 (0)
/ 0,75 (0) 0,385 (-1,41)
8 0,75 (0) 4,615 (1,41)
9 (C) 0,75 (0) 2,5 (0)
10 (C) 0,75 (0) 2,5 (0)
Experimentos Concentragz”i: papaina (%) Tempc; ihoras)
1 05 (- ()
2 0,5 (-1) 4 (1)
3 1,0 (1) 1(1)
4 1,0 (1) 4 (1)
5 0,3975 (-1,41) 2,5 (0)
6 1,1025 (1,41) 2,5 (0)
/ 0,75 (0) 0,385 (-1,41)
8 0,75 (0) 4,615 (1,41)
9 (C) 0,75 (0) 2,5 (0)
10 (C) 0,75 (0) 2,5 (0)

Fonte: Autoria propria (2022).

Para cada experimento pesou-se 10 g de substrato (concentrado proteico),
adicionou 50 mL de agua destilada, o pH foi ajustado com solu¢des de NaOH 0,05M
e/ou HCI 0,1M até chegar no pH ideal para cada enzima. Entdo as concentra¢des de
enzimas foram adicionadas aos tratamentos (0,5, 0,75 e 1% peso/peso). As solugoes
foram mantidas sob agitagdo mecéanica em um banho termostatico, a uma velocidade
de 120 rpm.

Transcorrido o tempo de hidrolise, as enzimas foram inativadas por 2 métodos:

e Com acido tricloroacético (TCA) 6,25%, deixado em repouso por

aproximadamente 10 minutos e posteriormente centrifugados por 20 minutos
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a 6000 rpm a 4 °C. Apds a centrifugacao foi realizado a filtragdo em papel
Whatmman n° 40 para remoc¢ao do material insoluvel precitado pelo TCA. O
liquido filtrado foi a amostra foi utilizada para fazer analises de determinacgao
de grau de hidrolise (GH).

¢ O restante da solugéo foi inativado por temperatura a 90°C por 15 minutos.
Esta amostra foi entdo liofilizada para as demais analises de solubilidade,
capacidade emulsificante e espectroscopia no Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

4.5 Determinacgao do grau de hidroélise (GH)

O GH (Equacao (1)) das enzimas proteoliticas foi realizado mediante a relagao
da quantidade de proteinas totais, pelo método de microKjeldahl e a quantidade de
proteinas soluveis determinada pelo método de Biureto e expresso como
porcentagem, segundo o método descrito por Hoyle e Marrit (1994) por Baek e
Cadwallader (1995). Para o calculo das proteinas soluveis foi necessario a elaboragao
de curvas que relacionassem a absorbancia com a concentragéo utilizando a albumina

com substancia padrao. As leituras foram realizadas em 550 nm.

Proteinas soltveis em TCA
GH(%) =2 x100. (1)
Proteina total da amostra

4.6 Determinacao de solubilidade dos Hidrolisados proteicos de peixe (FPH)

A solubilidade proteica dos hidrolisados foi determinada conforme descrita por
Chalamaiah et al. (2010) com algumas adaptacoes. Para isto, 300 mg de amostra de
HP foram diluidas em 30 mL de agua destilada, e a solubilidade foi determinada em
trés valores de pH diferentes a 5,0, 7,0 e 9.0. Os ajustes dos valores do pH foram
realizados com a adi¢ao de acido cloridrico 0,5 N (HCI) e/ou hidroxido de sédio 0,5 N
(NaOH). A solucéo foi agitada a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 30 min e
centrifugada a 6000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. O conteudo de proteina no
sobrenadante foi determinado usando o método de Biureto e a proteina total foi
determinada pelo método de microKjeldahl (IAL, 2008). A solubilidade da proteina foi

calculada da seguinte forma.
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Solubllldade(%) — Proteina no sobrenadante x100. (2)

Proteina total da amostra

4.7 Capacidade emulsificante dos Hidrolisados proteicos de peixe (FPH)

As capacidades emulsificantes foram determinadas de acordo com o método
descrito por Pearce e Kinsella (1978) com algumas modificagcdes. A capacidade
emulsificante foi determinada também em trés valores de pH igual a 5,0; 7,0 e 9,0.
Preparou-se inicialmente uma amostra de CP hidrolisado contendo a seguinte
concentragdo 1 mg/mL e pegou-se uma aliquota de 90 mL e na sequéncia fez-se o
ajuste dos valores de pH para 5,0, 7,0 e 9,0. Apds o ajuste do pH adicionou-se 30 mL
de dleo de soja, respectivamente. Cada mistura foi homogeneizada (Ultra-Turrax T18,
IKA) a uma velocidade de 20.000 rpm por 1 minuto e, em seguida, 100 pL da emulsao
foram pipetados do fundo da mistura e diluido em 10 mL com solucdo de SDS a 0,1%
aos 0 e 10 minutos apos a homogeneizacdo. Na sequéncia fez-se a leitura dos valores
de absorbancia medidos a 500 nm em espectrofotbmetro UV-VIS. Os valores de
absorbancia nos tempos A0 e A10 foram usados para calcular o EAI (4) e o ESI (5),

como mostrado nas Equacoes (3) e (4).

__2x2303 xDFxA

EAI(m®/g) ©)

Cx25x 1000

onde DF é um fator de dilui¢cdo (100), C a concentracdo inicial de hidrolisados (g/mL),
0,25 é a fracdo do 6leo utilizado para formar a emulsdo, Ao € A1o S&o as absorbancias

da emulséo diluida em 0 e 10 minutos. Cada amostra foi medida em triplicata.

Ao

ESI(min) = x 10, 4)

A10-410

4.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos a ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). As
variaveis solubilidade e grau de hidrélise foram correlacionados utilizando Analise de

Componentes Principais (ACP). Estes componentes principais sdo combinagdes
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lineares das variaveis originais e sao classificados em ordem decrescente de acordo
com a quantidade de variagao dos dados que eles explicam.

Foi utilizado o DCCR para determinar o ponto 6timo da hidrolise do concentrado
proteico em relagao a capacidade emulsificante obtido pela acdo das enzimas alcalase
e papaina através da elaboracdo dos graficos de contorno. Sendo possivel a
determinagcao de um modelo quadratico completo, ou seja, o grau de desejabilidade
gue descreveu o processo enzimatico de cada enzima avaliada. Para a analise dos

resultados foi utilizado o software OriginPro 2020.

4.9 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR, Shimadzu, modelo IRAffinity-1) foi realizada na Central Analitica Multiusuario
da UTFPR Campo Mourao (CAMulti-CM). O objetivo foi vincular os picos principais
com as ligagdes quimicas majoritarias constituintes de cada molécula, permitindo a
identificacdo das principais bandas do hidrolisado proteico, segundo o modelo
matematico significante, (hidrolisado da enzima alcalase na concentracao de 1,1025
% e no tempo de 4,615 horas). Foram utilizadas aproximadamente 3 mg de hidrolisado
proteico liofilizado e 100 mg de brometo de potassio. Os espectros FTIR foram
determinados no intervalo de numero de onda de 4000 a 400 cm-!, com resolucéo de
4 cm' com 32 varreduras para cada amostra analisada.

A correcéao da linha base foi realizada no préprio software do equipamento e a

normalizacao dos espectros foi realizada em software OriginPro 2024.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao fisico-quimica do CP

O teor de umidade do concentrado proteico (CP) obtido de tilapia do Nilo seco
em estufa com circulagao de ar a 50 °C por 18. h foi de 13,52 g/100 g, valor este maior
do que observado por Silva et al. (2003) em sopa de peixe elaborada a partir de CMS
de piranha-preta (10,53 g/100 g) seca em condi¢cdes parecidas em estufa com
circulagao de ar a 60 °C por 18 h. No estudo de Vidal et al. (2011), o CP de residuos
obtido a partir de CMS de residuos da filetagem de tilapia-do-Nilo, apresentou teores
de umidades variando entre 0,37% e 2,11%, seca em estufa a 65 °C por 18 horas.

Para o teor de lipidios, o CP apresentou uma porcentagem de 7,34 g/100g,
semelhante ao encontrado por Souza et al. (2022) que foi de 6,08 g/100 g no seu
estudo para elaborar mortadela de tilapia do Nilo com diferentes quantidades de CMS

congelada.

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Figura 4 - Concentrado proteico obtido da CMS da tilapia
[

Fonte: Autoria propria (2023).

O teor de proteina do CP (65,94 g/100 g) foram préximos aos encontrados por
Vidal Campello et al. (2021) (62,39 g/100 g) em testes para se obter concentrados
proteicos a partir de residuos da filetagem de tildpia em escala industrial. E similares
também ao encontrado no estudo de Romadhonia et al. (2016), que obteve teores de
proteinas dos CP de Ophicephalus striatus com valores médios de 63,78%. Segundo
Balaswamy et al. (2007) o conteudo de proteinas que variam em concentrados
proteicos € influenciado por diversos fatores, incluindo o tipo de peixe, métodos da
extracdo e tipos de solventes e secagem aplicados, bem como a composicdo da
matéria-prima. Acrescenta-se também que o teor de proteina do peixe € afetado pela
umidade, onde existe uma relacdo inversa entre o teor de proteina e agua (Ogawa,
1999). Observa-se, portanto, que a efetiva remocao de agua resultou na obtencao de
um CP com elevado teor de proteina.

Os resultados da analise dos componentes principais (ACP) e do Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), que foi o planejamento utilizado para
determinar o ponto 6timo de obtencdo do hidrolisado proteico e obtengcdo de um
modelo quadratico completo que descrevesse 0 processo enzimatico, estao
apresentados no decorrer do texto abaixo. Inicialmente se determinou o grau de
hidrolise para se verificar a quebra dos peptideos e sua influéncia tanto na solubilidade,
qguanto na capacidade de emulsdo. O nivel de significancia considerado foi p<0,05 e

os valores do grau de hidrélise (GH) encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 2 - Médias e desvios para o grau de hidrélise enzimatica em concentrado proteico de
Tilapia em fungao da concentragdo e tempo das enzimas alcalase e papaina
Grau de hidrolise (g/100g)

Experimentos

Concentragao Tempo Alcalase Papaina
enzimas (%) (horas)
CP1 0,5 1 23,41¢+0,39 88,41¢+1,37
CP2 0,5 4 7,80"+1,18 107,419+0,38
CP3 1,0 1 12,741+0,97 105,889+2,42
CP4 1,0 4 4,59+0,15 131,472£1,93
CP5 0,3975 25 56,592+0,54 114,00°t0,66
CP6 1,1025 25 32,44°40,26 121,36°+1,66
CP7 0,75 0,385 40,89°+1,18 83,36°+1,25
CP8 0,75 4,615 9,549+0,13 121,58°+1,01
CP9 0,75 25 12,59%+0,15 113,46¢+1,77
CP10 0,75 25 28,594+0,90 107,41%915,00

Médias na mesma coluna, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5%
Fonte: Autoria prépria (2024).

Com base nos resultados observa-se maior grau de hidrdlise para a amostra
CP5 alcalase (concentracdao 0,3975%, tempo de hidrolise 2,5 h) e CP4 papaina
(concentracao 1,0 % e tempo de hidrélise 2,5 h). Os experimentos CP4, CP5, CP1 e
CP7 empregaram a concentracdo de ambas enzimas (alcalase e papaina) de 1,0 %,
0,3985%, 0,5% e 0,75% respectivamente, enquanto que o tempo de hidrdélise foi de
4,0 h,2,5h,1,0 he0,3985 h, respectivamente. Com isso, nas condi¢oes estudadas,
pode-se inferir que a menor concentracao (0,3985%) de alcalase resultou no seu maior
grau de hidrolise (56,59 g/100 g), assim como a maior concentragao (1,0%) de papaina
resultou no seu maior grau de hidrolise (131,47 g/100g).

Ja com a exposicao a enzima papaina o experimento com menor grau de
hidrolise (CP4) foi com maior concentracéo (1,0 %) e tempo de hidrdlise (4 horas).
Pode-se observar também que a enzima papaina apresentou maior grau de hidrolise
para todos os experimentos (Tabela 3).

O GH encontrado no CP5 (56,96 g/100 g) com a concentragcdo da enzima
alcalase de 0,3975 %, no tempo de 2,5 h, em pH 8,0, é préximo ao obtido por Finkler
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et al. (2022), que no seu estudo avaliaram a producao de hidrolisados a partir de
aparas de filé de tildpia e encontraram GH de 60,05 g/100g usando alcalase 2.4L™
com um tempo de hidrélise de 3 h, com concentragao enzimatica de 0,677%, pH 7,5 e
temperatura de 39,93 °C.

Dong et al. (2008) utilizaram a enzima alcalase em concentracao de 0,5% e com
condi¢cdes reacionais de pH 8,0 e temperatura de 60 °C resultando em um GH de
aproximadamente 23 g/100 g ap6s 6 horas de tempo de hidrélise. No mesmo estudo
utilizou também, a enzima Flavourzyme (protease obtida do Aspergillus oryzae) em
nivel de 0,5% e com pH 7,0 e 50 °C, resultando em um GH de aproximadamente 9
g/100g apos 6 horas de tempo de hidrdlise. Vaquez et al,. (2017), estudando
propriedades antioxidantes e anti-hipertensivas de hidrolisados proteicos de descartes
do peixe da espécie Scyliorhinus canicula, obtiveram diferentes graus de hidrélise para
diferentes condi¢oes reacionais de pH e temperatura com 1% de alcalase por 6 horas,
sendo o menor GH (5,61 g/100 g) a um pH 6,0 e 55 °C e o maior GH (29,26 g/100 g)
aumpH11,1e72,7 °C.

Observou-se ainda, que no caso da enzima alcalase nos experimentos CP1 e
CP2 onde a concentragcdo da enzima foi a mesma (0,5%), porém com diferentes
tempos de hidrélise de 1 h e 4 h, respectivamente, o GH diminuiu. Segundo Nelson e
Cox (2014) a concentracao da enzima e o tempo de hidrolise pode afetar a eficiéncia
da reacdo enzimatica com o substrato de diferentes maneiras.

Em geral, a velocidade da reacdo enzimatica aumenta com o aumento da
concentracao da enzima. Porém, com a progressao da reacgao, a atividade enzimatica
comega a ser inibida devido a formacao de compostos que competem por ligagdes em
sitios ativos ou sitios alostéricos da enzima e do substrato (Nelson; Cox, 2014),
acreditando-se que seja este o motivo pelo qual em alguns experimentos tiveram maior
tempo de exposicao e menor GH, ou seja, de atividade enziméatica pela alcalase possa
ter diminuido o seu grau de hidrdlise (GH) pela reducdo dos substratos disponiveis
para reacao.

Ja para a enzima papaina a acao foi diferente, ou seja, 0 aumento de exposicao
com a mesma concentracao da enzima aumentou o grau de hidrélise, conforme pode
ser visto nos experimentos CP1 e CP2 que apresentam mesma concentragao, mas
tempos de exposicao diferentes, 0 mesmo pode ser observado nos experimentos CP3

e CP4, e nos experimentos CP8, CP9 e CP10. A papaina tem especificidade bastante
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ampla, tem atividades de endopeptidase, amidase, esterase, exibe preferéncias
especificas de substrato, principalmente para residuos hidrofébicos ou aromaticos
volumosos (Tavano, 2013). Normalmente a papaina apresenta atividade proteolitica
na faixa de pH 5,0 a 7,0, sendo seu pH 6timo 6,5, e é estavel em altas temperaturas
(Schechter; Berger, 1968). Apresenta alta especificidade, clivando preferencialmente
ligacdes envolvendo aminoacidos com grande cadeia lateral hidrofébica na posicao.
Porém, o aparecimento de caracteristicas sensoriais desagradaveis no hidrolisado,
como o amargor, pode ocorrer e outras proteases podem ser necessarias para
melhorar esta caracteristica (Fox et al., 1968).

Assim, a extensao das ligagdes peptidicas que sao hidrolisadas pelas enzimas
proteoliticas, estd significativamente relacionada ao rendimento de recuperagao
proteico, as atividades biolégicas e as propriedades funcionais do mesmo
(Yarnpakdee et al., 2012). Importante destacar que, embora tenham ocorrido estas
consideragoes, o grau de hidrélise foi cerca de 57% maior na papaina do que na
alcalase para o maior valor obtido, e cerca de 95% maior na papaina do que na
alcalase para o menor valor obtido.

Os resultados de ambas enzimas utilizadas (alcalase e papaina) para verificar
o efeito da concentragdo da enzima e o tempo de exposi¢ao sugerem, que a hidrolise
produziu peptideos mais curtos, avaliando o GH. No entanto, as amostras hidrolisadas
com a enzima papaina, apresentaram uma hidrolise extensiva, resultando num
elevado rendimento de aminoacidos livre e consequentemente propriedades

funcionais indesejaveis (Chalamaiah et al., 2010).
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Figura 5 - Hidrolisado proteico obtido da CMS da tilapia liofilizado

Fonte: Autoria propria (2023).

5.2 Solubilidade proteica

Observa-se que na Tabela 4 que a solubilidade de um modo geral foi menor
nos experimentos que tiveram a atividade de hidrélise da enzima papaina, do que da
enzima alcalase. E observamos neste estudo que o grau de hidrolise (Tabela 3) foi
maior em muitos experimentos que tiveram a utilizagcao da papaina.

A determinacdo do grau de solubilidade de cada hidrolisado proteico foi
avaliada em trés valores de pH diferentes, pH 5,0, pH 7,0 e pH 9,0. Na Tabela 4 estao
apresentados os valores médios da solubilidade em cada experimento para as

enzimas estudadas, alcalase e papaina.
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Tabela 3 - Médias e desvios da solubilidade (g de proteina em solu¢ao/100g de proteina total)
dos hidrolisados proteicos de peixe em fung¢ao do pH
Solubilidade (g de proteina em solugao/100 g de proteina total)

Experimentos Alcalase
pHS5 pH7 pH9
CP1 79,37°+2,67 151,15%8+3,54 319,373A+7,58
CP2 118,2928+3 59 115,26%8+2,32 226,47°/+2,67
CP3 71,28%+1,75 106,669%+2,20 144,58%+5 13
CP4 82,90°C+2,67 126,38%8+3,65 170,86%+7,85
CP5 103,125C+1,75 110,71B+1,75 140,53%+4,32
CP6 115,26%8+3,16 160,75%+4,55 169,85%+3,50
CP7 98,07°8+2,67 98,07¢B+2,67 168,844+2,53
CP8 103,125C+2,63 120,31b8+1,82 150,149%14,01
CP9 80,886+2,20 115,76%4+1,34 117,28°4+1,01
CP10 77,34%8+1 52 115,28%4+1,12 116,27°A+1,34
. Papaina
Experimentos pH 5 pH 7 pH 9

CP1 43,85%+1,72 54,34°%+0,75 46,84%+0,38
CP2 50,59°6+0,65 57,33°2+0,65 47,78%+0,32
CP3 51,71°8+0,65 43,289C+0,32 55,65°4+0,32
CP4 49,46°+1,30 57,33°2+1,30 41,03%C+0,33
CP5 86,0024+0,97 63,332¢+0,75 68,0725+0,36
CP6 42,729%+1,30 42,729%+0,65 42,65°4+0,71
CP7 50,59°6+0,65 51,718+0,65 56,25P4+1,91
CP8 45,729C+2 62 59,5828+0,65 68,0124+£0,97
CP9 60,70°2+0,65 54,716+0,38 49,84C+0,75

CP10 59,2104+0,75 49,09%6+1,35 50,216+0,99

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de significancia de 5% e para a solubilidade em cada pH comparando-se todas as amostras entre si.

Médias na mesma linha, seguidas por letras maiusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5% para a variagéo da solubilidade em distintos valores de pH para a solubilidade de cada amostra.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Assim, as caracteristicas de solubilidade de um ingrediente proteico dependem
dos parametros de processamento usados para obté-lo, como tipo de solvente, pH,
forca iGnica, forcas mecanicas e temperatura (Grossmann, 2023).

O pH afeta a densidade e a distribuicao das cargas na molécula da proteina de
tal forma que no pH do ponto isoelétrico (pl), da proteina apresenta um minimo de
solubilidade, devido ao numero de cargas positivas e negativas ser igual. Portanto,
elas se neutralizam intramolecularmente. Normalmente quanto maior o numero de
grupos apolares expostos, mais forte sera a atragao hidrofobica entre as moléculas de
proteina e maior sera a sua tendéncia de formar aglomerados (Desantis et al., 2022).
Diferentes residuos de aminoacidos graus diferentes de hidrofibicidade e influenciam
diretamente a hidrofilicidade da superficie geral das proteinas (Dyson et al., 2006)

A melhor solubilidade de um hidrolisado € devido ao tamanho menor de suas
moléculas, comparada com a proteina intacta, e aos grupos amino e carboxila

ionizaveis dos aminoacidos recém expostos, que aumentam a hidrofilicidade do
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hidrolisado. Embora o aumento da solubilidade tenha uma relagado positiva com a
extensdo da hidrélise, precisa-se cuidar para que o hidrolisado nao seja
extensivamente hidrolisado (Mullally et al., 1995). Como a papaina promoveu maior
grau de hidrélise, por consequéncia, a quantidade de peptideos foi maior e o tamanho
deles menor, porém a solubilidade foi menor em praticamente todos os experimentos
e pH testados quando comparados com a alcalase.

Chen et al. (2015) investigaram a solubilizacdo das proteinas miofibrilares,
observaram que as proteinas miofibrilares tem baixa solubilidade em forgas iénicas
com cerca de 0,001-0,2M, mas aumenta a solubilidade com a forga ibnicas cerca de
1M. Muitas propriedades funcionais das proteinas alimentares musculares estéao
relacionadas a solubilizacdo das proteinas, e a extracdo de proteinas musculares.
Entretanto, as proteinas musculares solubilizadas em solu¢des de baixa forca ibnica
em pH neutro produzidas por este método pode ser util para o isolamento de proteinas
para fins de pesquisa ou para uso comercial. O impacto das condi¢des durante o

processamento e a funcionalidade do produto final ainda precisa ser elucidada.

5.3 Analise de Componentes Principais (PCA)

Para as hidrolises com a enzima papaina, a maior solubilidade foi determinada
no pH 5,0 para amostra FPH5, e 0 menor para a amostra FPHG6, tanto no pH 5,0 quanto
7,0 e 9,0, com mesma média significativa para a amostra FPH4 no pH 9,0. Nas
amostras hidrolisadas com a enzima alcalase os valores da solubilidade s&o t&o
maiores quanto menores os valores do grau de hidrolise, assim como nas amostras
hidrolisadas com a papaina, os valores da solubilidade sdo tdo menores quanto
maiores os valores do grau de hidrélise, o que pode ser verificado no grafico biplot de
PCA (Figura 6).
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Figura 6 - Grafico biplot da PCA para as analises do grau de hidrélise e
da solubilidade para as enzimas alcalase e papaina
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Fonte: Autoria propria (2023).

Nesta figura tem-se o resultado da aplicacdo da PCA (Analise dos
Componentes Principais), onde se observa que a projecado PC1 x PC2 explicou
54,85% da variancia. O fator 1 com 35,87% de variancia foi responsavel por
discriminar as amostras FPH8, FPH9 e FPH10 (posicionadas na parte inferior) para os
valores da solubilidade da papaina nos pH 5,0, 7,0 e 9,0, relacionados negativamente
com o grau de hidrédlise da papaina. O fator 2 com 18,98% de variancia foi responsavel
por discriminar as amostras FPH5 e FPH7 (posicionado na parte superior). Estas
foram projetadas com valores de PC2 positivos com base no grau de hidrélise da
alcalase e negativos com base no grau de hidrélise da papaina indicando que esta se
relaciona positivamente com a solubilidade da alcalase nos pH 5,0 e 9,0 e
negativamente no pH 7,0.

De acordo com estudos realizados por Najafian (2013), que verificou as fibras
miofibrilares hidrolisadas obtidos a partir de patina (Pangasius sutchi) utilizando as
enzimas papaina e alcalase, apresentaram para ambas, valores de GH maiores
conforme o aumento do tempo de hidrélise. O grau de hidrolise depende do tipo de
enzima (papaina ou alcalase), o e local de agado das enzimas e o tempo de reagéo. Os

resultados do presente estudo corroboram com o autor em relagdo a acao das
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enzimas, que em 120 min (2,0 horas) de hidroélise, os valores de GH para hidrélise da
proteina miofibrilar da papaina GH foram significativamente maiores do que o
tratamento com alcalase (P <0,05).

Como cada protease possuem diferentes locais de clivagem, diferentes grupos
de hidrolisados sédo expostos (Shu et al., 2018). Alcalase é uma endoprotease
profunda que cliva ligagdes peptidicas com locais de restricdo principalmente na
ligagdo peptidica C-terminal de aminoacidos hidrofobicos (Zhang et al., 2022) As
caracteristicas estruturais dos hidrolisados, como sequéncia de aminoacidos,
hidrofobicidade de superficie e espectroscopia de absor¢ao, estao relacionadas a sua
atividade (Liu et al., 2017).

5.4 Capacidade emulsificante (EAIl e ESI)

O FPH é um material tensoativo que contém grupos hidrofilicos e hidrofobicos,
qgue promovem a formacado de uma emulsdo 6leo em agua. A capacidade proteica
pode ser medida através da formacao e estabilizacdo da emulséo, fornecendo unidade
de area de interface que € estabilizada por unidade de peso de proteina (m? g) e sua
continuidade ao longo do tempo através de indice de atividade emulsificante (EAI) e
por indice de estabilidade de emulsao (ESI) (Noman et al., 2018).

Com relacao a variavel capacidade de formacao da emulsdo determinada no
presente estudo para os hidrolisados obtidos pela agdo das enzimas alcalase e
papaina nos pH 5,0, 7,0 e 9,0, os valores médios EAI e EIS estao apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Médias e desvios para as amostras dos hidrolisados proteicos de peixe estudados considerando capacidade emulsificante de

ambas as enzimas

EAI - atividade da emulsio (m?/g)

EIS - estabilidade da emulsao (min)

Amostras alcalase alcalase
FPH 1 1,12E-02°8+2,68E-04 1,09E-02°4+1,41E-03 1,05E-028+4,32E-04 13,29¢C+0,11 20,67°B+1,25 28,54°440,73
FPH 2 1,20E-02°C+1,57E-04 1,18E-024+1,01E-03 8,30E-03°B+7,51E-04 14,67°C+0,04 30,028+0,84 49,79°A+3,93
FPH 3 2,06E-020A+8,99E-04 2,75E-02bA+3,49E-04 4,10E-02bA+4,83E-04 14,548+0,13 90,342A+2 98 15,31¢8+0,24
FPH 4 1,43E-02°8+2,51E-04 2,58E-020A+2 28E-03 1,38E-024+1,6 1E-03 15,190€+0,46 19,52¢8+1,31 33,29v4+3,10
FPH 5 1,14E-02°8+1,21E-04 1,79E-02°8+1,26E-04 8,20E-03°A+5,93E-04 12,099C+0,11 20,08°8+0,24 35,53PA+2 81
FPH 6 3,57E+0024+1,67E-01  2,53E+0028+2,03E-01 3,20E+0024+9,98E-02 11,8498+0,02 22,63%+0,54 22,669+0,85
FPH 7 2,6 1E-02b8+1,03E-04 2,73E-02°A+3,42E-03 3,23E-02A+1,09E-03 14,07°C+0,17 16,07®+1,19 28,09°4+1,02
FPH 8 2,68E-03°B+1,95E-04 7,08E-03°4+1,91E-03 3,29E-02bA+2 88E-03 19,0428+1,31 47,410A+1 12 15,33%C+0,29
FPH9 1,61E-0204+1,71E-04 3,12E-028+7,6 7E-05 3,69E-02°2+6,66E-04 12,2398+0,32 25,6194+0,20 27,32°A£3,16
FPH 10 1,68E-0204+7,98E-04 2,00E-02°2+6,34E-04 1,65E-0202+8,61E-04 11,939C+0,18 17,40®+0,67 22,7194+0,80
EAI - atividade da emulsdo (m?/g) EIS - estabilidade da emulsdo (min)
Amostras papaina papaina
pH 5 pH7 pH9 pH 5 pH7 pH9
FPH 1 1,33E-032A+1,51E-04 1,52E-03A+1,54E-04 5,6 1E-03°A+1,73E-04 51,89¢¢+4,50 138,894+10,37 109,47°8+3,41
FPH 2 1,26E-032C+3,25E-05 2,37E-03%8+1,63E-04 1,38E-022A+1,69E-03 57,318+4,27 151,73A+5,16 45,189€+3,05
FPH 3 1,77E-03%8+1,53E-04 4,56E-03%8+1,27E-04 1,65E-022A+3,32E-03 37,79®+1,21 50,16°A+3,81 28,77"C+3,98
FPH 4 8,23E-04°C+1,62E-05 1,26E-03°8+9,65E-05 8,24E-03°7+2 54E-04 65,28%+5,93 150,43¢A+5,64 60,74®+0,78
FPH 5 5,22E-048+1,62E-05 1,30E-03A+6,05E-05 3,83E-03°4+1,97E-04 85,00°8+2,90 118,26945,64 129,324A46,71
FPH 6 9,52E-04bA+3 74E-05 1,72E-0498+6,14E-06 7,98E-049+3 42E-05 54,69°C+0,98 914,152A+42 38 503,28"2+46,35
FPH 7 1,60E-04B+1,23E-05 5,10E-049+1,62E-05 2,40E-03/+2,22E-04 399,33°4+30,68 307,49b8+7,92 187,69°C+15,88
FPH 8 4,48E-044+1,23E-05 1,54E-0498+6,14E-06 4,79E-049%+4,64E-05 101,02°C+3,84 909,95%A+34 .42 774,1128+74 87
FPH9 1,14E-0328+7,08E-05 1,34E-038+7,6 7E-05 1,36E-022A+9,73E-04 41,40%®+3,00 128,049%48,12 27,24C+1,97
FPH 10 6,51E-048+1,62E-05 2,21E-03°2+8,49E-04 2,75E-03B+5,53E-05 9,1594+0,21 13,80%+4,59 14,12A+0,37

FPH hidrolisados proteicos de peixe. Médias na mesma coluna, seguidas por letras minusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5% para o grau de hidrolise e para a solubilidade em cada pH comparando-se todas as amostras entre si.
Médias na mesma linha, seguidas por letras maiusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% para a variagdo da solubilidade em
distintos valores de pH para a solubilidade de cada amostra.

Fonte: Autoria propria (2023).
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A turbidez da emulsao foi avaliada a um comprimento de onda de 500 nm.
Observou-se que para a atividade de emulsdo (EAI), determinada em m2/g, o maior
valor foi verificado na amostra FPH6 de alcalase, com 1,1025% de concentracdo da
enzima, com valores com a mesma meédia significativa para hidrolises em pH 5,0
(3,57E+00+1,67E-01 m?/g) e 9,0 (3,20E+00+£2,03E-01 m2/g). Para a papaina, os
valores de atividades de emulsdo foram menores do que os observados para a
alcalase, e os maiores valores da atividade de emulsao (EAI) estdo concentrados no
pH 9,0 para as amostras FPH2, FPH3 e FPH9. Observa-se que a atividade de emulsao
foi afeada pelo pH, onde as diferencas significativas foram observadas em varios
niveis de pH.

Com relacao a estabilidade de emulsao (ESI), dada em minutos, o maior valor
se deu para a amostra FPH3 (90,34+2,98 min) na alcalase no pH 7,0 e nas amostras
FPHG6 (914,15£42,38 min) e FPH8 (909,95+34,42 min) para a papaina com pH também
7,0. Menores valores da estabilidade de emulsdo (ESI) nas amostras FPH5
(12,09+£0,11 min), FPH6 (11,84+0,02 min), FPH9 (12,23+0,32 min) e FPH10
(11,9310,18 min) no pH 5,0 com mesma média significativa para a enzima alcalase e
menor para a amostra FPH10 (9,15£0,21 min) com pH 5,0 para a enzima papaina,
com mesma media significativa nos pH 7,0 e 9,0.

Segundo Kumari et al. (2023) os polipeptidios se desdobram em um pH alcalino
por causa de suas cargas negativas, o que melhora a orientacao da interface e expde
efetivamente hidrofilicos e residuos hidrofébicos que estimulam contatos significativos
na fronteira éleo-agua, aumentando o EAI da proteina hidrolisado. Por outro lado, a
estabilidade da camada absorvida que cobre o glébulo de gordura e a interagao entre
a camada e o componente hidrofobico sao fatores-chave no ESI (Vo et al., 2020)

Analisando-se de forma individual a capacidade emulsificante da alcalase em
relacdo a concentracao (%) e tempo de hidrolise (horas) determinados via DCCR
(Tabela 1), verifica-se que a atividade de emulsao (EAI), tanto no pH 5,0, quanto em
pH 7,0 e 9,0, tem seus maiores valores localizados na regido localizada com tempo

aproximadamente de 2,5 horas e maior concentracao (Figura 7).
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Figura 7 - Grafico de contorno para a atividade de emulsao
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Fonte: Autoria propria (2023).

Para a estabilidade de emulsao (ESI), também observada nos pH 5,0, 7,0 € 9,0,
tem-se no grafico de contorno (Figura 8) regides um tanto divergentes quanto a
concentracao da alcalase e o tempo de hidrélise. Embora também se remeta para uma
maior concentragao e maior tempo, com excecao do pH 9,0, realizou-se emprego da
funcdo desejabilidade para determinar um modelo matematico para qual seria a
melhor combinacdo destas duas variaveis que determinaram a capacidade
emulsificante, assim como a solubilidade determinada pela alcalase.

Certas propriedades funcionais de hidrolisados proteicos exercem um papel
predominante, pois determinardo as caracteristicas principais do produto final,
definindo seu uso. Logo, a origem da proteina a ser utilizada como matéria-prima para
produzir hidrolisados proteicos, assim como o grau de hidrélise obtido devem ser
controlados em fungao das principais propriedades funcionais que se deseja explorar
(Centenaro et al., 2009).



40

De acordo com Panyam e Kilara (1996), a hidrélise extensiva das proteinas
resulta em uma drastica perda das propriedades emulsificantes, sendo que estas
diminuem linearmente com o grau de hidrolise. Peptideos maiores promovem maior
estabilidade da emulséo, ao passo que a presenca de peptideos menores prejudica a
formacdo e a estabilidade das emulsdes. As propriedades emulsificantes das
proteinas também dependem da solubilidade inicial.

Quanto mais dissolvida a proteina estiver no sistema da emulsdo, mais efetiva
podera ser a interface entre a fase 6leo e a fase continua durante a emulsificagdo. No
entanto, a formacdao de um filme interfacial coesivo e elastico por adsorcdo de
moléculas de proteina na interface podera ser dificultada pela predominancia de
pequenos peptideos. Esta pode ser uma razdo da diminuicdo da capacidade de
emulsificacdo dos hidrolisados @ medida que aumenta o grau de hidrdlise. Neste
estudo o experimento FPH6 da alcalase apresentou resultados significativos melhores
para a atividade de emulsdo (EAI) em tanto no pH 5,0 mais acido quanto em pH neutro
(7,0) e alcalino (9,0). Ja para resultados de estabilidade de emulsdo, o experimento
HPP3 da alcalase foi o que apresentou maior tempo de atividade (90,34 min)
observada em pH neutro (7,0). Ambos apresentaram resultados baixos em grau de
hidrolise FPH6 (GH = 32,44 g/100 g) e FPH3 (GH = 12,74g/100g), corroborando com

as discussoes acima encontradas em literatura.
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Figura 8 - Gréafico de contorno para a estabilidade da emulsao
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Fonte: Autoria propria (2023).

Como resultado grafico da funcédo desejablidade, apresenta-se na Figura 9 a
resposta otimizada para a combinagao da concentracao da alcalase e do tempo. Nesta
verifica-se que o ideal seria uma concentracdo de 1,1025% de alcalase,

concomitantemente ao tempo de hidrélise de 4,615 horas.
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alcalase em relagcdo a concentracao (%) e tempo (horas) determinados via DCCR
(Tabela 1), verifica-se que a atividade de emulsao, tanto no pH 5,0, quanto em pH 7,0

e 9,0, apresentam maiores valores localizados na regiao localizada com menor tempo
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Fonte: Autoria prépria (2023).

e menor concentragao (Figura 10).

Figura 9 - Representacao grafica da funcao desejabilidade considerando
concentragao e tempo para solubilidade e capacidade emulsificante da enzima alcalase
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Figura 10 - Gréfico de contorno para a atividade de emulséao
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Para a estabilidade de emulsao, também observada nos pH 5,0, 7,0 e 9,0 tem-
se no grafico de contorno (Figura 11) regides um tanto divergentes quanto a
concentracao da papaina e o tempo. Mas, foi observado neste estudo valores menores
da estabilidade da emuls&o da papaina em relacao a alcalase (Tabela 4). Embora se
remeta para uma maior concentracao e maior tempo, com excecgao do pH 5,0, realizou-
se emprego da fungéo desejabilidade para determinar qual seria a melhor combinacao
destas duas variaveis que determinaram a capacidade emulsificante, assim como a
solubilidade determinada pela papaina.

Segundo Duarte (1998), o efeito do pH na estabilidade das emulsdes apresenta
uma certa complexidade em valores proximos ao ponto isoelétrico (pl), as proteinas
sdo capazes de formar filmes interfaciais mais coesos e mais viscosos, o que €&
benéfico para a estabilidade da emulsao. Isso pode explicar o que aconteceu com o
hidrolisado (FPH) com papaina no pH 5,0 que é considerado o pl de proteinas animais.



Figura 11 - Gréfico de contorno para a estabilidade da emulsao
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Agora, como resultado da funcao desejablidade, apresenta-se na Figura 12 a

resposta otimizada para a combinagao da concentracéo da papaina e do tempo. Nesta

verifica-se que o ideal seria uma concentracdo de 0,3975%

concomitantemente ao tempo de hidrélise de 0,385 horas.

de papaina,

O comportamento das enzimas nos graficos de superficie de contorno e

desejabilidade apresentam uma boa solubilidade, atividade e estabilidade de emulsao.

Sendo assim, a escolha da enzima para condi¢ées de hidrélise € dependente do perfil

do produto desejado.
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Figura 12 - Representag¢ao grafica da fung¢ao desejabilidade considerando concentragao e
tempo para solubilidade e capacidade emulsificante da enzima papaina
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Fonte: Autoria prépria (2023).

No estudo Wasswa et al. (2007), hidrolisados proteicos de pele de carpa capim
foram obtidos por hidrdlise enzimatica usando Alcalase, a hidrdlise foi realizada com
o método pH stat e os hidrolisados foram analisados quanto as propriedades
funcionais. Sendo perceptivel que as propriedades funcionais dos hidrolisados de
proteinas de peixe podem ser modificados de acordo com o GH. As capacidades
emulsionantes dos hidrolisados diminuiram com o aumento da hidrélise de proteinas.
Uma relacao inversa do GH a capacidade emulsionante, e isto pode ser resultado da
presenca de peptideos menores, que sao menos eficazes na estabilizacdo de
emulsdes.

As propriedades funcionais influenciam a utilidade de um ingrediente nos
alimentos e governam o comportamento fisico durante a preparagéo, processamento
e armazenamento. A solubilidade é uma das propriedades mais importantes das

proteinas e hidrolisados de proteinas. Muitas outras propriedades funcionais, como

pH 5,0

pH 7.0

pH 9,0
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emulsificacdo e formagédo de espuma, sao afetadas pela solubilidade. Em um outro
estudo realizado por Balti et al,, (2011), os concentrados proteicos hidrolisados
apresentaram solubilidade minima em pH 4,0, que pode corresponder ao ponto
isoelétrico de hidrolisados proteicos, e alta solubilidade em pH alcalino. Neste estudo
o menor valor de pH testado foi o pH 5,0 e o maior foi o pH 9,0. Para a alcalase a
solubilidade foi menor no pH 5,0 para a maioria dos experimentos, e apresentou
maiores valores nos pH 7,0 e 9,0. Ja para a papaina tanto nos pH 5,0, 7,0 e 9,0

estudados os experimentos apresentaram valores similares em relag&o a solubilidade.

5.5 Otimizagao das condig¢oes de hidrélise enzimatica

Fazendo-se agora um comparativo da amostra otimizada da enzima, cuja
concentracao foi de 1,1025% de alcalase concomitantemente ao tempo de 4,615
horas, com a amostra considerando o ponto central da concentracao e do tempo, tem-

se 0s seguintes resultados apresentados na Tabela 5 para o GH.

Tabela 5 - Médias e desvios para o grau de hidrélise em fungao da
concentracao e tempo da enzima alcalase

Grau de
Amostras hidrélise
(9/1009)
FPHO 13,80°+0,17
FPHC 20,592+3,60

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minusculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de significancia de 5% para o grau de hidrolise e para a solubilidade em cada pH comparando-se todas as amostras

entre si.

Amostras FPHO: hidrolisado proteico de peixe otimizada; FPHC: hidrolisado proteico de peixe do ponto central.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Com diferenca significativa (p>0,05), o grau de hidrolise foi menor (13,80+0,17
g/100g) para a amostra otimizada em comparagdo com a amostra do ponto central
(20,59+3,60 g/100 g). Conforme ja discutido anteriormente o grau de hidrolise
influenciam muito nas diversas propriedades funcionais, e muitas vezes se elevado
pode influenciar negativamente em propriedades como solubilidade, atividades
emulsificantes entre outras. Pires et al. (2015) ressaltam que é dificil comparar os
resultados entre os estudos, pois as condicdes de hidrolise ndo sdao padronizadas.
Além disso, a determinacao de GH por diferentes métodos, geralmente nao permite

resultados diretamente comparaveis.
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Segundo Fogaca et al. (2018), no inicio da reagcdo, uma quantidade
consideravel de ligacdes peptidicas € hidrolisada e, apds determinado tempo, esta
guantidade é reduzida até apresentar comportamento constante.

Para a solubilidade, os valores da amostra otimizada aumentaram em relacao
a amostra do ponto central, com diferengas significativas para a solubilidade nos pHs
5,0 e 7,0 (Tabela 6). Para o pH 9,0, as amostras ndo apresentaram diferencas
significativas. Importante destacar que a maior solubilidade foi observada no pH 7,0

para a amostra otimizada e melhor verificado na Figura 10.

Tabela 6 - Médias e desvios para as amostras considerando a
solubilidade da enzima alcalase
Solubilidade (g de proteina em

Amostras - solucéo/100 g de proteina total)
pH5 pH7 pH9
FPHO 93,012+6,58 184,68°+22,67 122,16°+12,70
FPHC 79,11°+£1,43 116,52°+1,07 116,77°+0,78

Médias na mesma coluna, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de significancia de 5% para o grau de hidrolise e para a solubilidade em cada pH comparando-se todas as amostras

entre si.

Amostras FPHO: hidrolisado proteico de peixe otimizada; FPHC: hidrolisado proteico de peixe do ponto central.
Fonte: Autoria propria (2023).

Em relacao as propriedades dos hidrolisados de proteinas, a solubilidade é uma
das mais importantes (Figura 13), visto que, uma baixa solubilidade pode ocasionar
uma aparéncia pouco atrativa no produto final (Liu et al., 2015). Freitas et al. (2021)
mostraram que a solubilidade para o hidrolisado do subproduto de palometa,
apresentou o maior valor no pH 5,0 alcangando 90,09 £ 0,97% valores proximos ao

encontrados neste estudo no pH 5,0 para amostra otimizada.
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Figura 13 - Desenvolvimento da solubilidade
200

180

160

140

-
[
o

Solubilidade (g/100g)

100

80

60 e EO
pHS5 pH7 pH7 “~a_EC

Fonte: Autoria prépria (2024).

Novamente deve-se notar que este procedimento de lavagem com dgua € uma
espécie dependente. Ao utilizar o procedimento de lavagem e diluicgdo com agua, a
maioria dos MPs de espécies de peixes como o bacalhau podem ser solubilizados em
agua. Sao necessarios grandes volumes de agua para dispersar as proteinas em pH
neutro. Deve-se também prestar muita atencdo a forca ibnica, seja ela
adequadamente baixo o suficiente para alcancar a solubilizagdo. No entanto, embora
a extracdo de MPs com baixo teor ibnico a for¢ca pode ser util para a separagédo dos
diferentes MPs e sua aplicagao na tecnologia de alimentos pode ser limitada, uma vez
que a forcga idnica de um alimento ndo pode ser ajustada a um valor tdo baixo. Para o
até onde sabemos, nenhum estudo foi publicado sobre as propriedades funcionais da
agua MPs soluveis preparados com este procedimento (Chen et al., 2017).

Esta baixa solubilidade em pH 5,0, € préxima a encontrada por Marasca et al.
(2020) que obtiveram um isolado proteico de pescada (Cynoscion guatacupa) e
encontrou menores resultados de solubilidade em pH 5,5. Este valor de pH encontra-
se proximo ao ponto isoelétrico (pl) das proteinas (Panyam; Kilara,1996; Mullally et al.,
1995; Kristinsson, 2003), onde as cargas tendem a se neutralizar intramolecularmente,
apresentando menor afinidade para o solvente. Outro estudo com concentrados

proteicos de corvina (Micropogonias furnieri) obtidos por
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solubilizacdo quimica de proteinas, apresentaram boa solubilidade em pHs acima de
7,0, mostrando-se mais soluveis em pHs alcalinos (Fontana et al., 2009).

Como a solubilidade das proteinas esta intimamente relacionada aos seus
estados estruturais, ela é frequentemente usada como medida da extensdo da
desnaturacao durante os processos de extracao, isolamento e purificagcdo. Em virtude
disso, a solubilidade é uma das propriedades funcionais mais significativas dos
hidrolisados proteicos (Damodaran, 2007). Os peptideos liberados pela hidrolise da
alcalase neste estudo apresentam maior solubilidade em pH 7,0, neutro, e em seguida
uma houve uma diminui¢cao da solubilidade em pH 9,0, resultado inverso encontrado
no estudo Benelhad et al. (2016) para isolado proteico de microalgas (Spirulina
platensis) maior solubilidade em pH 10,0. Em hidrolisados de enguia do pantano
asiatico (Monopterus sp.) com enzima alcalase Halim e Sarbon (2019) verificaram
maior solubilidade em pH 10,0. Contudo, ndo houve diferencgas significativas entre os
demais pH 4,0 e 7,0 avaliados. Valores de pH influenciam nas propriedades de
solubilidade das proteinas hidrolisadas de peixe, através da capacidade da ligagcao
peptidica ser clivada em amplas faixas de pH, sendo assim, a soluibilidade é afetada
por variagdes de pH.

A solubilidade esta também relacionada ao tamanho da particula de proteina,
ou seja, uma particula menor tem maior contato em sua area superficial, o que
aumenta a propenséo a solubilidade e consequentemente, otimiza atividades como a
capacidade de formacgao de espuma e emulsdo. As interagdes hidrofobicas promovem
interacdes proteina-proteina e resultam na diminuicdo da solubilidade, enquanto que
interacdes ibnicas promovem interacoes proteina-agua e resultam num aumento da
solubilidade (Abuine et al., 2019).

A melhor solubilidade de um hidrolisado € devido ao tamanho menor de suas
moléculas, comparada com a proteina intacta, e aos grupos amino e carboxila
ionizaveis dos aminoacidos recém expostos, que aumentam a hidrofilicidade do
hidrolisado. Embora o aumento da solubilidade tenha uma relagdo positiva com a
extensédo da hidrélise, precisa-se cuidar para que ndo seja hidrolisado extensivamente
(Mullally et al., 1995). O que provavelmente aconteceu com o0 nosso presente estudo
em relagcdo a hidrolise com a enzima papaina, que apresentou resultados de

solubilidade menores conforme maior o grau de hidrolise
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Em relacdo a atividade da emulsdo e sua estabilidade, os resultados

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Médias e desvios para as amostras considerando a
atividade e a estabilidade da emulsdo da enzima alcalase

EAI - atividade da emulsao

Amostras (m?/g)
pH5 pH7 pH9
FPHO 1,08E-02b+1,84E-04 1,42E-0,2°+3,22E-04 7,35E-03%+3,10E-05
FPHC 1,60E-022+3,99E-04 2,56E-022+2,31E-04 2,67E-022+4 57E-04
EIS - estabilidade da emulsao
Amostras (min)
pH 5 pH7 pH 9
FPHO 17,572+0,14 23,45240,35 28,712+£0,06
FPHC 12,08°+0,18 21,51°+0,67 25,012£1,79

Amostras FPHO:hidrolisado proteico de peixe otimizada; FPHC:hidrolisado proteico de peixe do ponto central.
Fonte: Autoria prépria (2024).

Na estabilidade da emulsdo (min), maiores valores foram identificados para a
amostra otimizada, sem apresentar mesma média significativa (p>0,5) nos pHs 5,0 e
7,0. A medida que o pH foi aumentando, o valor da estabilidade da emulsdo também
aumentou. O contrario aconteceu para a atividade da emulsao. Maiores valores foram
identificados para a amostra do ponto central em relagdo a amostra otimizada e o
maior valor encontrado (2,67E-02+4,57E-04), foi no pH 9,0 da amostra FPHC.

Na Figura 14 estdo apresentados os espectros obtidos por espectroscopia no

infravermelho (FTIR) para a amostras otimizada da enzima alcalase.
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Figura 14 - Espectros de FTIR para a amostras hidrolizada enzimaticamente
de forma otimizada pela enzima alcalase
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Fonte: Autoria propria (2024).

A estrutura quimica de uma molécula é o principal fator que determina as
frequéncias vibracionais, devido as forcas das ligacoes e as massas dos atomos. A
analise de FTIR caracteriza as reducdes da cadeia proteico de forma qualitativa. Uma
vez que, as estado de protonacdo da maioria das cadeias laterais € refletido no
espectro (Bocker et al., 2017; Barth, 2007). Diversas caracteristicas estruturais das
proteinas estdo ligadas as ligacdes peptidicas, tais como desempenho funcional,
transporte de protons, sintese de proteinas, troca de informacdes e outras fungoes
associadas a ligacao de amidas peptidicas (Ji et al., 2020).

A anadlise da amostra otimizada hidrolisada com a enzima alcalase na
concentragcao 1,1025 % e concomitantemente ao tempo de 4,615 h, foi realizada em
quadruplicata. Para uma melhor percepc¢ao dos dados apenas a média dos espectros
das amostras esta apresentado na Figura 14. Quando ocorre a hidrolise enzimatica,
além das mudancas intrinsecas na estrutura primaria da proteina, também promove
mudancgas nas estruturais secundarias, e estes efeitos podem ser observados na
absorcdo do FTIR.
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Em relacao as principais bandas do espectro do FTIR para a amostra otimizada,

podemos verificar 5 bandas nas posi¢coes 2928 cm-1; 2363 cm-', 1722 cm-

11267 cm'e 730 cm-.

O pico de 2928 cm representa os modos de estiramento do grupo metila e
metileno, originando uma vibracdo de estiramento simétrico em aproximadamente
2872 cm' e uma de estiramento assimétrica em aproximadamente 2962 cm-'. Estas
sao atribuidas as cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos (Alancay et al., 2023).
A banda amida | (1700-1600 cm') é comumente adotada para avaliar a
estrutura secundaria das proteinas (Ai et al., 2019). A regido de 1722 cm-' pode ser
atribuida a banda causada pelo estiramento da carbonila (C=0). Silva (2013) verificou
a presenga de bandas de absor¢do semelhantes para as gelatinas das peles de

corvina e de bijupira, respectivamente na regido de 1773 cm' e 1723 cm.

A amida lll (1267 cm") é resultado da flexdo da ligagdo simples H e do
estirameno da ligagado -N com vibragbes de deformacao de C-H e N-H (Glassford et
al., 2013).

Um estudo com folhas de ora-pro-nobis (OPN), planta comestivel com elevado
valor de proteinas, apresentou bandas com valores parecidos com o0s encontrados
neste estudo. 3430 cm-'(alongamento O-H ligado a H, ou alongamento N-H), 2923 cm-
1 (alongamento de aldeido), 1750 cm-! (aldeido / cetona -C = alongamento de O),
1644,1 cm™ (-C = C- alongamento), 1519,6 cm™' (flexdo -NH), 1384,0 cm-? (flexdo -
CH3), 1251,9 cm™! (flexdo -C - H no plano) e 1156,0 cm-! (amina C -N alongamento)
(Maciel et al., 2021).

Colageno soluvel em acido (ASC) e colageno soluvel em pepsina (PSC) obtidos
de subprodutos mistos de diferentes espécies de peixes foram extraidas e avaliados.
O grupo funcional, amida A estava localizado em 3293 e 3288 cm! para ASC e PSC,
respectivamente, indicando a presenca de grupos amino (NH) envolvidos na
associacao de ligacdes de hidrogénio e tendo uma forte ligagao de hidrogénio no ASC
e no PSC. O grupo funcional amida B esta associado as vibragdes de alongamento
assimétrico do Ligag¢des =CH e -NH+3. O funcional amida ASC e PSC grupos B foram
detectados em 2.932 cm' e 2.933 cm!, respectivamente (Garcia-Sifuentes et al.,
2021).

A banda de 730 cm™ pode ser atribuido aos grupos de fosfatos (PO43),
encontrado em espinhos de peixe (Nawaz et al., 2020) e as vibra¢des de balan¢o dos
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grupos de aminoacidos (CHy), ligagbes com muita intensidade, ndo expostos a agua

solvente, com interagdes definidas com o ambiente proteico (Barth, 2007).
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6 CONSIDERA(}OES FINAIS

O concentrado proteico (CP) obtido a partir da CMS de tilapia do Nilo
apresentou resultados e similares ao encontrado em literatura em relagéo aos teores
de proteinas (65,94 g/100g), lipidios (7,34 g/100g) e umidade (13,52 g/100g).

Os hidrolisados de peixe (FPH) obtidos a partir das enzimas alcalase e
papaina, apresentaram diferentes GH, que influenciaram nas propriedades funcionais
determinadas. E observou-se que os melhores valores para as propriedades
funcionais em relacdo a solubilidade e capacidade emulsificante foram para os
experimentos que tiveram acao da enzima alcalase.

A hidrolise com enzimas proteoliticas fornece a possibilidade de controlar o
grau de clivagem da proteina no substrato. Portanto, a escolha das condi¢des de
hidrolise € dependente do perfil do produto alimenticio desejado, uma vez que a
hidrolise enzimatica pode causar mudangas na funcionalidade da proteina.

No presente trabalho, todos os hidrolisados foram mais solluveis em pH
alcalino. A menor solubilidade em pH 5 se deve a proximidade do ponto isoelétrico.
Que também poderia justificar o alto desvio padrao dos experimentos realizados.

O grafico de superficie de contorno e desejabilidade nos mostra que para os
FPH hidrolisados com as enzimas, e apresentarem boa solubilidade nos, atividade e
estabilidade de emulsdo de forma otimizada, precisa e geraram os modelos
matematicos para a concentracao de papaina de 0,3975% no tempo de hidrolise de
0,385 horas, e concentracao de alcalase de 1,1025% no tempo de hidrélise de 4,615
horas.

Desta forma, parametros em relagcdo a enzima/substrato foram otimizados
para a hidrélise do composto proteico, realizada com a enzima e apresentou melhores
resultados em relacao as propriedades funcionais. A enzima alcalase foi utilizada nas
condicoes de 1,1025% concentragdo da enzima no tempo de hidrolise de 4,615 horas,
apresentou um GH satisfatério (GH13,809/100g), melhor solubilidade em pH neutro.
Na estabilidade da emulsao (min), maiores valores foram identificados para a amostra
otimizada, O contrario aconteceu para a atividade da emulsdo. Na analise de FTIR

foram observadas espectro de bandas semelhantes de grupamentos proteicos.
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