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RESUMO - Os subprodutos da industria pesqueira ainda sdo atualmente considerados rejeitos e pouco
aproveitados, porém sdo ricos em nutrientes podendo ser utilizados como matéria prima para a producdo de uma
ampla gama de ingredientes que apresentem um alto valor de mercado e diversas aplicacdes. Um forma de se
aproveitar este € a modificacdo a partir de hidrélise enzimatica para a producdo de peptideos que podem
apresentar diversas caracteristicas, para isso é interessante o estudo do processo. Dessa forma o objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento cinético de hidrolisados protéicos do residuo do bijupird (Rachycentron
canadum) através do grau de hidrélise (GH) e determinar o teor de tirosina livre (TL). Foi utilizado para a
obtencdo dos hidrolisados o residuo do bijupira (cabeca e visceras) sem 0ssos e pele com suas enzimas
enddgenas inativadas termicamente (85 °C/15 min) e desengordurado por centrifugacdo (9.000 g por 30 min)
submetido a acdo das enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, em condig¢@es 6timas, na propor¢do de 1U:10
g de proteina. Foi acompanhado GH até constancia pelo método do pHstat e o teor de TL determinado pela
reacdo da proteina com o reagente de Folin-Cicalteaul e curva padrdo de tirosina. Concluiu-se que foi possivel
obter hidrolisados proteicos do residuo do bijupira utilizando diferentes enzimas, acompanhar a cinética através
do GH e determinar o teor de TL. O hidrolisado protéico com protamex foi o que apresentou maior GH (31,1%)
e 0 com Alcalase maior teor de TL (8,46%).

Palavras-chave: Grau de hidr6lise. Proteinas. Enzimas.
1 INTRODUCAO

Acreditava-se que o pescado era uma fonte de alimento inesgotével, com seus subprodutos resultantes
do processamento vistos como um rejeito indtil e descartado sem uma tentativa de recuperacdo (BHASKAR &
MAHENDRAKAR, 2008). Dos estimados 140 milhdes de toneladas de pescado produzidos a cada ano no
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mundo, apenas uma parte é utilizada para consumo humano direto. O restante inclui carcacas, 0ssos, pele, érgaos
intestinais e uma grande quantidade de peixes comestiveis, que representa até mais de 50% do total das capturas,
¢ descartado como residuo do processamento ou subproduto. Estes subprodutos sao muitas vezes rejeitados ou
utilizados sem tratamento para a alimentacdo animal (farinha) ou como fertilizante. No entanto, o
reconhecimento da limitagdo de recursos bioldgicos, o declinio mundial das populagGes de peixes e 0 aumento
da poluicdo ambiental tem ressaltado a necessidade de uma melhor utilizacdo das capturas suplementares e dos
subprodutos da pesca (JE, PARK & KIM, 2005; FAO, 2008; JE et al, 2009; GUERARD et al., 2010).

Dessa forma uma interessante forma de aproveitar as proteinas presentes nestes residuos é a hidrélise,
capaz de clivar-las por via quimica ou enzimatica em peptideos de varios tamanhos e aminoacidos, e podem ser
utilizados em ampla variedade de produtos alimenticios. Obter hidrolisados através de processos bioldgicos que
utilizam enzimas sdo mais promissores quando se deseja produtos com alta funcionalidade e valor nutritivo,
onde é possivel produzir hidrolisados com perfil peptidico bem definido (MARTINS, COSTA & PRENTICE-
HERNANDEZ., 2009).

A hidrolise enzimatica das protéinas musculares é caracterizada por uma rapida fase inicial, durante a
qual, varias ligacGes peptidicas sdo rompidas. A seguir, esta taxa de hidrélise decresce e atinge uma fase
estacionaria, na qual nenhuma hidrélise aparente ocorre (KRISTINSSON & RASCO, 2000).

Os hidrolisados podem ser classificados conforme o grau de hidrdlise (GH) e sua aplicacdo, agrupando-
se em trés blocos: com baixo GH, entre 1 e 10%, para a melhoria das propriedades funcionais; com GH variavel,
geralmente alto, para a utilizacdo como aromatizante; altamente hidrolisados, com GH superior a 10% para uso
em alimentos para fins especiais (PEDROCHE et al., 2004).

Dentre os aminoécidos que podem ser obtidos, destacamos a tirosina, um aminoacido ndo essencial
encontrado em grandes quantidades em alimentos de origem animal e vegetal, € o precursor metabdlico para a
sintese dos neurotransmissores catecolamina, norepinefrina e dopamina, no sistema nervoso central e periférico.
A disponibilidade de tirosina pode ser um fator limitante para o bom funcionamento do sistema nervoso central.
Por conseguinte, a suplementacdo de tirosina na dieta pode reduzir alguns dos efeitos adversos do estresse e
ativacdo do sistema nervoso central (NERI et al., 1995; THOMAS et al, 1999).

Portanto, o desenvolvimento de pesquisas com diferentes fontes protéicas para a producdo de
hidrolisados com diferentes caracteristicas funcionais tecnoldgicas, nutritivas e bioativas é fundamental. Sendo,
o0 bijupird (Rachycentron canadum), um peixe que vem sendo cultivado em aquicultura devido ao facil manejo
em cativeiro e possuir elevada taxa de crescimento durante os periodos larval e juvenil atingindo até 6 kg em 8 a
12 meses e até 15 kg em 24 meses vem ao encontro deste (CHOU, SU & CHEN, 2001; FAULK & HOLT, 2008;
BENETTI, et al., 2010).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é comparar o grau de hidrélise (GH) e o teor de tirosina livre

(TL) apresentado pelos hidrolisados protéicos do residuo do bijupira.

2 MATERIAL E METODOS
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A matéria prima utilizada foi o residuo (cabeca e visceras) do bijupira triturado em despolpadeira para
separar a pele e os 0ssos. As enzimas s foram: Alcalase e Flavourzyme (Novozymes) e Protamex (Sigma-
Aldrich) e os reagentes foram de grau analitico (P.A.).

Os hidrolisados enziméticos foram obtidos a partir do residuo, baseado no processo tipico sugerido por
Kristinsson e Rasco (2000). O residuo teve seu teor de gordura reduzida por centrifugacéo (9.000 g por 30 min).
Primeiramente, as matérias primas foram homogeneizadas em agua destilada utilizando as condigdes de
concentracdo de enzima e substrato proteico 1U:10g, de acordo com a atividade especifica (umol /min/g) de
cada enzima, sendo que U corresponde a pmol de tirosina livre/min, determinado através do método descrito por
Sigma (1999) e a proteina através de Lowry et al. (1951).

Para a obtencdo dos hidrolisados foram utilizadas 3 enzimas em separado, Alcalase (99,75 U/g de
enzima, pH 8,0 e 50 °C), Flavourzyme (2,07 U/g de enzima, pH 7,0 e 50 °C) e Protamex (8,41 U/g de enzima,
pH 7,0 e 40 °C). A reacdo ocorreu em um reator de vidro, de parede dupla, conectado a um banho termostatizado
(BROOKFIELD TC/102 — EUA). Antes do inicio das hidrolises, as enzimas enddgenas foram inativadas a 85 °C
por 15 min. As hidrélises foram interrompidas quando o grau de hidrélise (GH) se tornou constante. O GH foi
determinado pelo método de pHStat (Adler-Nissen, 1986), e quando se tornou constante foi inativada a enzima
(90 °C/10 min). Os hidrolisados foram centrifugados (3.500 g por 20 min), filtrados e os sobrenadantes
liofilizados e armazenados a -18 + 2 °C.

O teor de TL (Sigma, 1999) foi determinado pela reacdo da proteina com o reagente de Folin-Cicalteaul
em pH alcalino e os resultados obtidos através de uma curva padrdo de tirosina antes e apds o processo de

hidrélise sendo obtida a sua porcentagem através da diferenca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o acompanhamento do GH durante o tempo de hidrélise e na Tabela 1 entdo

dispostos os TL para cada hidrolisado.

Figura 1 — Cinética do grau hidrdlise
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Tabela 1 — Percentual de tirosina livre dos hidrolisados proteicos.

Enzima Tirosina livre (%)
Alcalase 8,46 £ 0,10°
Flavourzyme 2,63 +0,06°
Protamex 6,46 + 0,33

E possivel verificar na Figura 1 que todas as curvas apresentaram uma hidrdlise intensa no inicio do
processo, no entanto, a hidrélise com a enzima protamex apresentou uma reacdo muito mais pronunciada,
passado dos 15% de GH nos primeiros 20 min. Com o tempo, todos os hidrolisados tiveram uma redugdo na
intensidade da reacdo, porém, ao decorrer do processo as hidrolises com as enzimas Flavourzyme e Alcalase
tiveram comportamento semelhantes entre si e comportamentos distintos do hidrolisado com Protamex.

Ao compararmos as diferentes enzimas utilizadas para hidrolisar as proteinas do residuo é possivel
verificar que todas tiveram um tempo de hidrolise semelhante e GH variavel sendo com alcalase de 560 min e
12,5%, flavourzyme de 520 min e 11,7% e protamex de 540 min e 33,1%, respectivamente.

Ao analisar a Figura 1 e a Tabela 1, verifica-se que 0 GH e o teor de TL ndo podem ser diretamente
correlacionados. Esses valores sdo dependentes dos aminoacidos (tipos e posicdo) presentes no substrato, além
da forma como atua cada enzima. As endopeptidases hidrolisam as ligagdes peptidicas nas moléculas de proteina
de forma aleatéria para produzir peptideos relativamente grandes. Exoproteases sistematicamente removem os
aminoacidos do N terminal ou no C terminal ou por hidrélise de peptideos nas liga¢des terminais (CLEMENTE,
2000).

A Alcalase é uma enzima alcalina que possui especificidade e forte capacidade de hidrélise, onde o
principal componente da enzima, Substilisina A (Subtilisin Carlsberg) ¢ uma endoproteinase sendo capaz de
quebrar as ligacdes peptidicas e, com isso, diminuir o peso molecular e melhorar as propriedades funcionais de
proteinas, além da formagéo de aminodcidos livres em hidrolisados proteicos (YANG et al., 2011). Enquanto a
Flavourzyme é um complexo de proteases fingicas, constituida de exopeptidases e endopeptidases, atuando na
hidrélise sob condig¢Bes neutras ou ligeiramente acidas, assim como a Protamex é uma protease bacteriana, sendo

complexa pela mistura de endo e exopeptidases.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que diferentes enzimas fornecem diferentes cinética
e GH em um mesmo substrato, assim como apresenta diferentes teores de TL. O GH e o teor de TL ndo podem
ser correlacionados. O hidrolisado obtido com a enzima protamex foi a que apresentou um maior GH (31,1%) e

0 obtido com Alcalase maior teor de TL (8,46%).

5 AGRADECIMENTOS
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A CAPES - Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.

Ao CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
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