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RESUMO

Com o aumento na captura de pescado e da poluicdo do meio ambiente, esta-se a
margem de exceder a estimativa do limite da sustentabilidade, e obviamente isto faz
com se utilize os recursos maritimos com mais inteligéncia e precaugao. Aplicando
tecnologia enzimatica ou quimica é possivel recuperar as proteinas do processamento
do pescado, produzindo hidrolisados e isolados protéicos. Uma grande quantidade de
proteinas insolUveis esta disponivel em escamas, peles e ossos, subprodutos do
processamento do pescado, que podem ser solubilizadas através de fungos e
bactérias. Utilizando isolados protéicos € possivel obter biopolimeros, estes tém
chamado a atencdo nos udltimos anos, pois sao biodegradaveis, nao-téxicos e
geralmente biocompativeis. Os hidrogéis protéicos sdo polimeros que podem absorver
uma quantidade de agua a partir de 10 até centenas de vezes o seu peso seco. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver um hidrogel protéico, com propriedades
superabsorventes, a partir das proteinas sollveis e insollveis da corvina
(Micropogonias furnieri). Para a produg¢ao dos hidrolisados a partir das proteinas
soluveis foi utilizado processo enzimatico (Alcalase e Flavourzyme) e quimico
(solubilizacdo acida e alcalina). Nos processos de solubilizacdo das proteinas
insoluveis foram utilizados microrganismos (bactérias e fungos). Tanto as bactérias
como os fungos avaliados apresentaram capacidade de solubilizar as proteinas
insoluveis presentes nos residuos (escamas, 0ssos, cartilagens e outros). A bactéria
que atingiu a maior atividade proteolitica foi a Bacillus velesensis (47,56 U mL-1) e o
fungo foi o Penicillium sp. (E20) (31,20 U mL-1). Para a produgéo dos hidrogéis, foram
utilizados isolados protéicos provenientes de solubilizacdo &acida ou alcalina,
produzidos a partir de residuos da industrializacdo de pescado, modificados
quimicamente com dianidrido etilenodiamino tetraacético (EDTAD) e adicionados de
agente de ligacao cruzada (glutaraldeido). Algumas proteinas modificadas ainda foram
submetidas a tratamento com etanol. Foram realizadas analise estrutural das
proteinas modificadas e estudo da capacidade de retencdo de agua dos hidrogéis
assim obtidos. Os hidrogéis produzidos apresentaram alta capacidade de retencao de
agua. A maxima absorcao de agua foi alcangada pelo hidrogel acido sem o tratamento
com etanol foi de 103,25 gagua/Jgel seco» €NQUANt0 que a mesma amostra tratada com
etanol alcangou 216,05 gagua/Qgel seco- OS hidrogéis produzidos podem ser utilizados em
diversas industrias, tais como, farmacéutica, alimenticia, médica, agroindustria, entre
outras, que necessitem de hidrogéis com alta capacidade de retencéo de agua.

Palavras-chave: Pescado, residuos, hidrogel, proteinas, isolado, hidrolisado,



ABSTRACT

With the increase in the fish capture and the environment pollution, the margin has
been of exceeding the estimate of the sustentability limit, and obviously this required
that the marine resources are used with more intelligence and precaution. Applying
enzymatic or chemical technology, it is possible to recover the proteins of the fish
processing, producing protein hydrolysated and isolated. A great amount of fibrous
proteins, are present in scales, skins and bones which are by-products of the fish
processing and could be solubilized by fungi and bacteria. Using protein isolated it is
possible produce protein-based hydrogels that can absorb water in the amount from 10
up to thousands of times their dry weight. Natural-based superabsorbent polymers
have attracted much attention, because of their non-toxicity, biocompatibility and
biodegradability. The aim of this study was to develop a hydrogel, with superbsorbent
properties, from protein hydrolysate of corvina (Micropogonias furnieri and
solubilization of the fibrous proteins from the residues of protein hydrolysate processing
performed with fish wastes. For the hydrolysates production were used enzymatic
(Alcalase and Flavourzyme) and chemical (acid or alkaline and isoeletric precipitation)
processes. In the solubilization process of insoluble proteins microorganisms were
used (bacteria and fungi). The bacteria and fungi tested were capable to hydrolysate
the insoluble proteins presents in the residues (scales, bones, cartilage, etc.). The
bacteria that reached the highest proteolytic activity was the Bacillus velesensis (47.56
U mL™) and the fungus was Penicillium sp. (E20) (31,20 U mL™). To the production of
the hydrogels were used the protein isolated produced from fish wastes, these were
modified with the chemical, ethylenediaminetetraacetic dianhydride (EDTAD) and
added of a crosslink reagent (Glutaraldehyde). Some modified proteins were treated
with ethanol. The analysis accomplished in the biopolymers were, structure of the
modified proteins and studies of swelling behavior of hydrogels. To the hydrogels
production were used the acid and alkaline isolated from fish wastes. The produced
hydrogels showed superabsorbent properties. The maximum water swelling were
attained by hydrogel without treatment with ethanol and produced with acid substrate
(103,25 Quwater/Jary get)s While the same sample treated with ethanol reached (216,05
Qagualary get). The produced hydrogels could be used in many industries, such as,
pharmaceutical, food, medical, agribusiness, among other, that could need products
with water uptake.

Keywords: fish, waste, hydrogel, proteins, isolated, hydrolysated



1 INTRODUCAO

O reconhecimento dos limites dos recursos naturais e 0 aumento da
poluicdo ambiental tém enfatizado a necessidade de uma melhor utilizagdo das
espécies de baixo valor comercial e também dos residuos gerados por industrias
processadoras de pescado. Dentre estes residuos as biomoléculas que se encontram
em maior quantidade sao as proteinas. A elaboracao de hidrolisados protéicos a partir
de subprodutos da industria de pescado tem recebido mais atencédo nos ultimos anos
(Nolsoe e Undeland, 2008; Slizyte et al., 2005). Muitos estudos tém sido realizados
sobre a avaliacdo das condicbes para a hidrélise e as propriedades funcionais de

hidrolisados protéicos de pescado a partir de pescado inteiro, filé ou musculo.

As proteinas sdo substancias nitrogenadas complexas, de elevada massa
molecular. A hidrélise acida, alcalina ou enzimatica, destas moléculas origina os
aminoacidos, sendo estes componentes essenciais a todas as células vivas e estando

relacionadas a todas as funcoes fisiol6gicas.

De acordo com diferentes autores (Undeland et al., 2002; Kristinsson e
Rasco, 2000; Cheng et al.,, 1998; Reguly, 1983), o isolamento de proteina é
basicamente, um processo de extracdo o qual visa obter um produto livre de
interferentes. Os isolados protéicos podem ser obtidos de diversas matérias-primas,

tais como: soja, leite, feijao, amaranto ou pescado, entre outros.

Os hidrolisados protéicos geralmente sdo adicionados em produtos
alimenticios para aumentar o valor nutricional ou melhorar as propriedades funcionais
destes. Além disso, os hidrolisados protéicos também podem ser utilizados para outras

finalidades, como producgao de hidrogéis.

Dos hidrolisados protéicos obtidos a partir de residuos de pescado,
resultam proteinas fibrosas insolUveis, derivadas da pele, ossos, escamas, cartilagens
que nao foram solubilizadas durante o processo. Estes residuos sdo ricos em
queratina e colageno, que sao de dificil degradacao devido as suas estruturas de
carater fibroso. A utilizacao de residuos agroindustriais, além de adicionar valor para a
indUstria, aumenta a conservacio e a reciclagem consciente de energia, motivando a
busca por alternativas para converter residuos de queratina e colageno em produtos

com maior valor agregado.



A queratina e o colageno, em grande quantidade em residuos de animais,
podem ser convertidos em biomassa util, concentrados protéicos e aminoacidos,
utilizando proteases (enzimas queratinoliticas) produzidas por fungos, actinomicetes, e
por bactérias isoladas a partir de solos onde materiais queratinosos tenham sido
depositados (Riffel e Brandelli, 2006; Kaul e Sumbali, 1997).

As queratinas também podem ser convertidas, apds hidrélise enzimatica,
em produtos alimenticios, fertilizantes, colas e filmes ou usadas para a producéo de
aminoacidos raros como, serina, cisteina e prolina. O colageno e seus fragmentos
peptidicos, tem tido suas aplicagdes comerciais aumentado para a composicao de
medicamentos, bebidas, alimentos, cosméticos e uma variedade de produtos para
cuidado da saude (Watanabe, 2004).

Os hidrogéis sdo uma classe de materiais leves e Umidos, cujas
propriedades dependem da rede de polimero construida e do seu conteludo de agua
(Cheng et al.,, 1998). Um dos grandes desafios para a ciéncia de materiais € o
desenvolvimento de biomateriais para reparo do organismo humano e também para
combater problemas relacionados com a poluicdo. Para isso tém sido utilizadas
modificagdes quimicas de proteinas com o propdsito de expor grupos funcionais das
proteinas, determinar grupos funcionais de enzimas e compreensao do mecanismo de

acao de drogas.

Os materiais superabsorventes possuem um grande numero de atributos
que se fazem atrativos em diferentes aplicacées. Como resultado de seu atributo
superior que é a absorcao de agua, materiais superabsorventes tém substituido muitos
absorventes tradicionais em fraldas descartaveis e tem feito melhoras significantes em
produtos descartaveis para a higiene feminina. A propriedade basica da absorcéo de
agua tem sugerido o uso de materiais absorventes em diversas industrias, tais como,

biomédicas, farmacéuticas e biotecnologicas (Rathna e Damodaran, 2002).



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Produzir um hidrogel superabsorvente, através da modificagdo quimica de
hidrolisados protéicos provenientes da corvina (Micropogonias furnieri) e recuperar

aminoacidos de proteinas insollveis através de hidrolise microbiana.
2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar as propriedades funcionais de hidrolisados protéicos obtidos por
métodos quimicos (acido e alcalino) e enzimaticos (Alcalase e Flavourzyme);

- Verificar o potencial de degradacdo das bactérias Bacillus cereus,
Bacillus velesensis e Chryseobacterium sp. € de dez fungos, sobre as proteinas
insollveis derivadas da elaboracio de isolados protéicos de pescado;

- Modificar e caracterizar proteinas de hidrolisados de pescado visando a
producéo de hidrogel;

- Estudar a capacidade de absorcdo de agua de um hidrogel, submetido a
tratamento com etanol, obtido de hidrolisados protéicos modificados quimicamente.



3 JUSTIFICATIVA

O reconhecimento dos limites dos recursos naturais e 0 aumento da
poluicdo do meio ambiente tém enfatizado a necessidade de uma utilizacdo mais
valorizada das espécies de baixo valor comercial e também dos residuos gerados por
industrias processadoras de pescado. Tradicionalmente, esse material € convertido
em farinha de pescado, matéria-prima para ragées animais (Ferreira e Hultin, 1994).
Do pescado inteiro, mais de 50% ¢é considerado residuo apds o processamento e nao
¢ utilizado como alimento (Mackie, 1982). Com o crescimento da populagdo mundial e
o aumento na captura de pescado atualmente, estamos a margem de exceder a
estimativa do limite da sustentabilidade que sugere um valor em torno de 100 milhdes
ton/ano, e obviamente este aumento faz com que se utilize os recursos maritimos com
mais inteligéncia e precaug¢ado. A hidrélise protéica é uma alternativa que aborda a
recuperacdo da biomassa a partir do pescado e que resulta em um produto solivel
conhecido como hidrolisado protéico de pescado. O hidrolisado solivel é submetido a
desidratagao, resultando em maior estabilidade e em um alto contetdo de proteina
(Guerard et al., 2002).

A industria pesqueira riograndina processa uma grande variedade de
espécies, das quais somente uma parte se emprega como alimento para consumo
humano direto, o restante constitui um subproduto rico em proteinas e lipidios que
pode se transformar em diversos produtos Uteis, tais como hidrolisados protéicos.

A corvina do Atlantico (Micropogonias furnieriy é um pescado de baixo
valor comercial que é capturado em grande quantidade pelos navios pesqueiros de
Rio Grande, no Sul do Rio Grande do Sul. As industrias pesqueiras de Rio Grande
industrializam este pescado e geram uma quantidade de residuo muito grande.

A utilizacdo de enzimas para hidrolisar proteinas alimenticias & um
processo importante, pois € empregado para modificar as propriedades fisico-
quimicas, funcionais e sensoriais das proteinas nativas, sem colocar em risco o valor

nutritivo.

A recuperacdo e alteragcdo das proteinas do musculo do pescado,
presentes em subprodutos, e a utilizagdo desta como ingredientes funcionais em

alimentos, € uma alternativa para a indlstria desenvolver processos para recuperar €



utilizar o residuo do processamento do pescado se torna mais viavel economicamente

do que descartar os subprodutos (Kristinsson e Rasco, 2000).

As proteinas fibrosas, presentes em residuos de chifres, cascos, penas,
unhas, escamas e cabelos, estdo disponiveis abundantemente na natureza e podem
ser convertidas em biomassa utilizavel, tais como, concentrados protéicos e

aminoacidos, utilizando enzimas microbianas (Anwar e Saleemuddin, 1998)

Estes residuos ricos em queratina e colageno séo dificiimente degradados,
pois no caso da queratina, esta € um polipeptideo densamente empacotado e
fortemente estabilizado por muitas pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas,
além de pontes dissulfeto. O colageno é uma proteina fibrosa que perfaz a maior parte
de ossos, pele e tecido conectivo. Devido a estrutura espacial e ao alto peso

molecular, o colageno nativo é naturalmente insolivel em agua.

Durante o processo de hidrélise do residuo de pescado, é obtida uma
grande quantidade de escamas, pedacos de 0ssos, cartilagens e pele, que contém
queratina e colageno. Estas proteinas e hidrolisados associados possuem
caracteristicas desejadas para varias aplicagoes industriais, pois além de nao serem
perigosos para a salude humana, sdo capazes de reter agua em escala molecular,
apontam aminoacidos essenciais e podem servir como particulas estacionarias em
sistemas cromatograficos. Além disso, podem ser utilizados em materiais para a

indUstria cosmética, producao de 6érgaos artificiais, etc. (Morimura et al., 2002).

Entre os biopolimeros, as proteinas talvez sejam as menos utilizadas em
termos de aplicagdes industriais. Primeiramente, por serem consideradas unicamente
como ingredientes funcionais e nutricionais de produtos alimenticios. Seu enorme
potencial como elemento estrutural em aplicacbes industriais que ndo em alimentos,
ndo é reconhecido e nem aplicado rotineiramente. As proteinas oferecem muitas
vantagens sobre os mais convencionais tipos de biomassa. Por exemplo, ao contrario
de polimeros naturais baseados em polidis (celulose e outros carboidratos), as
proteinas contém diversos grupos reativos, incluindo grupamentos amino, hidroxilas,
sulfidrilas, fenodlicos e carboxilicos. Esses grupos reativos podem ser usados como
sitios de modificagcbes quimicas e ligacdo cruzada para produzir novas estruturas

poliméricas.



A principal caracteristica de um hidrogel produzido a partir de biopolimeros
€ a capacidade de absorver uma grande quantidade de agua relativa a sua massa
sendo resistente a dissolucdo. No caso dos hidrogéis sintéticos, muitas desvantagens
os acompanham, e podem ser melhoradas pelo uso de hidrogéis derivados de fontes

naturais de polimeros.

Em geral, os hidrogéis apresentam uma grande importancia tecnolégica e
econ6mica pelo amplo campo de aplicagbes, podendo ser utilizados nas industrias,
farmacéutica, biomédica, alimenticia, cosmética, entre outras (Kinney e Scranton,
1994).

Se considerarmos o interesse na salde humana, no meio ambiente, a
grande deplecao das reservas de petréleo, em combinacdo com a flutuacdo no prego
do petroleo devido aos conflitos econdmicos e politicos, uma menor dependéncia dos

produtos produzidos a base de petréleo seria prudente.

Os hidrogéis protéicos convencionais induzidos termicamente nao voltam
ao seu volume original depois de terem sido desidratados. Esta diminuicdo da
capacidade de intumescimento esta relacionada com o aumento das ligacdes de
hidrogénio, as interacbes eletrostaticas e hidrofébicas, que ocorrem se formam
durante a desidratacdo das proteinas. Esta perda da capacidade de intumescimento
dos hidrogéis protéicos induzidos termicamente limita sua aplicabilidade industrial,
portanto, fica clara a necessidade de obter um hidrogel protéico que seja altamente
absorvente, biodegradavel, que intumesca reversivelmente, e que seja
substancialmente livre de residuos de agentes de ligagdes cruzadas.

A premissa basica da nossa pesquisa € que através da modificacdo da
estrutura quimica da proteina, ocorra a modificagdo dos residuos da lisina, sendo
possivel introduzir um grande ndmero de grupos carboxilicos dentro da molécula da
proteina. Esses grupos carboxilicos adicionados, juntamente com o extensivo
desdobramento da molécula protéica via repulsdes eletrostaticas intramoleculares,
podem dar um carater polianiénico para a proteina com numerosos sitios de ligacao
para a agua. Ligacdes cruzadas de proteinas polianidnicas com glutaraldeido poderao
produzir um hidrogel com propriedades superabsorventes.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Pescado

A regidao Sul do Brasil é a terceira em potencial pesqueiro nacional. Dentre
os estados desta regido, o Rio Grande do Sul é responsavel por grande parte deste
potencial, apresentando um desembarque de 36.896.227 kg em 2006, dos quais
23,16% foram representados pela corvina (Micropogonias furnieri). A cidade do Rio
Grande, localizada na zona litoranea do extremo sul do Brasil, caracteriza-se como o

principal centro de pesca da regido Sul (Brasil, 2007).

O pescado é consumido, principalmente, como fonte protéica. O musculo é
composto de proteinas de elevado valor nutrivo e contem alta proporcdo de
aminodcidos essenciais, particularmente aqueles limitantes em proteinas de origem
vegetal (Ayala, 2001).

4.1.1 Composicao do Pescado

A composicdo quimica do pescado varia de espécie para espécie e de
individuo para individuo dependendo de fatores, tais como, sexo, idade, ambiente e
estagbes do ano. O conhecimento da composicdo proximal do pescado tem
importancia fundamental na aplicacdo de diferentes processos tecnolégicos,
influenciando no aspecto de qualidade da matéria-prima, bem como nos atributos
sensoriais e na estabilidade do armazenamento do produto (Yeannes e Almandos,
2003).

O mausculo do pescado pode conter 60 a 85% de umidade, 20% de
proteina bruta, 1 a 2% de cinza, 0,3 a 1% de carboidrato e 0,6 a 36% de lipidio
(Ogawa e Maia, 1999). Em termos de proteinas, a carne de pescado se equivale em
média a carne de mamiferos e aves, porém as proteinas do pescado apresentam
digestibilidade de 90 a 100%, valores que sao ligeiramente superiores que da carne

bovina e de frango (Contreras-Guzman, 1994).

Morfologicamente, o pescado é composto de musculo ordinario (branco) e
sanguineo (escuro). Bioguimicamente sabe-se que o mdusculo escuro tem maior

proporgao de proteinas sarcoplasmaticas e de estroma que o muasculo ordinario e que



o contelido de glicogénio é mais alto em carnes sanguineas, o musculo escuro é mais

rico em lipidios, taurina (aminoacido sulfénico) e ferro (Ogawa e Maia, 1999).

As proteinas musculares do pescado apresentam a vantagem de
possuirem elevado valor biolégico, decorrente da alta sensibilidade a hidrélise e
composicao balanceada em aminoacidos essenciais, principalmente os limitantes em

proteinas de origem vegetal, como a metionina, cisteina e a lisina (Neves et al., 2004).

As proteinas sarcoplasmaticas, miofibrilares e as do tecido conjuntivo sao
sob o ponto de vista tecnolégico as mais importantes. As sarcoplasmaticas, sollveis
em agua, encontradas no plasma celular, atuam como enzimas e transportadoras de
oxigénio. Correspondem de 18 a 20% da proteina total. As miofibrilares, em maior
proporgado, 65 a 80% respondem a estrutura fibrilar e atividade muscular. Estas
representadas principalmente pela miosina e actina, sollveis em solug¢des salinas. As
proteinas do tecido conjuntivo, que se concentram ao redor das fibras musculares e na
pele, incluem principalmente o colageno e a elastina. Compreendem 3 a 5% do total
de proteina, sdo insoliveis em solugbes salinas concentradas e facilmente

solubilizadas por aquecimento (Hultin, 1985; Spinelli e Dassow, 1982).

Os lipidios do pescado apresentam baixa percentagem de acidos graxos
saturados e elevado nivel de poliinsaturados, salientando-se os da série dmega-3.
Entre estes, destacam-se o0s &cidos essenciais eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaenocio (DHA) (Luzia et al., 2003). Os acidos EPA e DHA favorecem o
desenvolvimento e funcdo do cérebro, auxiliam na prevencdo de trombose e

arteriosclerose (Jayasinghe et al., 2003).

Além disso, o musculo contém quantidade significativa de fosforo (250
mg/100g de tecido), e de iodo (peixes de mar); pouco calcio e ferro. Nos pescados
com teor de gordura acima de 15%, sdo encontrados niveis elevados de vitaminas A e
D na musculatura. Nos demais, a concentragdo é sempre elevada no figado. Apesar
da carne conter quantidades apreciaveis de vitamina B1, apenas nos pescados
frescos é possivel aproveita-la, pois a tiaminase, presente na musculatura, transforma

rapidamente a B1 em piridina e em tiazol (Lederle, 1991).



4.1.2 Corvina (Micropogonias furnieri)

A corvina é uma espécie da familia dos Cienideos, considerada um dos
mais importantes recursos costeiros da plataforma Sul do Brasil. Em 2006 o
desembarque na cidade de Rio Grande foi de 8.546.032 kg, o que representou 23,16%
do total de pescado desembarcado. A corvina pode atingir até 70 cm de comprimento.
Apresenta ampla distribuicdo geografica, e esta presente no Atlantico desde o México
até a Argentina (Elsdon e Gillanders, 2002). Possui grande tolerancia as variagdes de
salinidade, o que facilita a alimentagéo e possibilita melhores condicdes de protecao
dos predadores (Castello, 1986). E uma espécie onivora e prefere uma dieta baseada
em pequenos crustaceos como caranguejos e camardes (Costa e Aradjo, 2003).

No ciclo de vida desta espécie os individuos jovens migram para as areas
estuarinas e os adultos alcancam o litoral para reproduzir. Dessa forma, o tamanho da
populacdo de corvina varia de um ano para outro em consequéncia da migracao, a
qual também ocorre devido a disponibilidade de alimento (Costa e Araujo, 2003).

Segundo estudo realizado por Luzia et al. (2003) a corvina capturada no
verao tem em média 1.080 g e mede 46,6 cm e no inverno pesa 671,8 g e mede 38
cm. O conteudo de lipidios foi de 0,6% no verédo e 3,29% no inverno, em base seca.
Pesquisadores reportaram que o efeito do clima sobre o conteldo de lipidios em
algumas espécies pode variar aproximadamente 10% de acordo com a estagao de
captura (Krzynowek, 1985).

4.2 Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas complexas, compostas de aminoécidos,
€ necessarias para 0s processos quimicos que ocorrem nos organismos vivos. Sao os
constituintes basicos da vida, tanto que seu nome deriva da palavra grega "proteios",
que significa "em primeiro lugar' (Bobbio e Bobbio, 1992). Nos animais, as proteinas
correspondem cerca de 80% do peso do musculo desidratado, cerca de 70% da pele e
90% do sangue seco.

A importdncia das proteinas, entretanto, esta relacionada com suas
fungdes no organismo, e ndo com sua quantidade. A maioria das enzimas conhecidas
sao proteinas; muitas vezes, as enzimas existem em porcoées muito pequenas. Mesmo

assim, estas substancias catalisam as reacdes metabdlicas e capacitam aos
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organismos a construcdo de outras moléculas - proteinas, acidos nucléicos,
carboidratos e lipidios - que sdo necessérias para a vida (Lehninger et al., 1995).

As proteinas também sdo chamadas de polipeptideos, porque os
aminoacidos que as compdem sao unidos por ligagdes peptidicas (uma ligacao
peptidica é a unido do grupo amino (-NH,) de um aminoacido com o grupo carboxila (-
COOH) de outro aminoacido, através da formacdo de uma amida, como mostra a
Figura 1. A ligacao C-N, em um peptideo, é especial, pois esta € 10% mais "curta" do
que uma ligacdao C-N normal, e o angulo de ligacao também é diferente do esperado
para um carbono sp® Isto porque a ligacdo peptidica, na verdade, apresenta uma
estrutura de ressonancia, tendo um forte carater de dupla ligacdo. Através destas
ligagbes, os amino&cidos formam cadeias longas; a maioria das proteinas tem mais de
200 aminoacidos. Todos os aminoacidos tém, em comum, um carbono ligado a um

grupo amino e a um grupo carboxila (Fennema, 1993).

b0 - i 0
By, LB b B
HE SHo Hu F B ON—o—C
H H

ligacio peptidica

Figura 1 Ligacao peptidica (QMCWEB, 2008)



Na Figura 2 podemos observar as formulas estruturais de 20 aminoacidos.

S J\UH
MH,
Alanina
u]
HaM
CH
o0 HH_
Asparagina
u]
H2 J\
YT
0 HH,
Acido aspartico
ju]
HaM JJ\
T ~0H
Glicina
ju]
H
M
j | o4
%\ HE2
M
Histidina

Serina

o HH
HS aH HENJ\N
H

NH,

Cisteina

'x._\‘ OH

L NHz

Fenilalanina

u]
ETIATJJ\ ~oH
HHa

Leucina

OH

Ha

Homocisteina

Glutamina

Arginina

u]
Ha' \/\)J\
OH

Acido amino butirico

JI:JI\ JI:JI\
ek vﬁT ~OH
NH,

Acido glutamico

OH

Lisina

OH



12

0 o
s
/J‘YU\DH L \/\lJ\DH SN N
4H NH;

L Nha

HO

Valina Metionina o
Tirosina

CH \ / OH

MHE
? HH MH,

Norvalina Triptofano

Figura 2 Estruturas de alguns aminoacidos (QMCWEB, 2008)

As proteinas sdo formadas exclusivamente por apenas 20 aminoacidos,
que se repetem em uma sequéncia caracteristica para cada proteina. Esta sequéncia,
conhecida como estrutura primaria, é que, de fato, determina a forma e a funcédo da
proteina. A estrutura primaria é somente a sequéncia dos aminodacidos, sem se
preocupar com a orientagao espacial da molécula. As interagdes intermoleculares dos
aminoacidos das proteinas fazem com que a cadeia protéica assuma uma estrutura

secundaria e, algumas vezes, uma estrutura terciaria (Lehninger et al., 1995).

A estrutura secundaria, como mostra a Figura 3, € uma funcéo dos angulos
formados pelas ligacbes peptidicas que ligam os aminoacidos. A conformacgéo
espacial € mantida gragas as interagdes intermoleculares entre os hidrogénios dos
grupos amino e os atomos de oxigénio dos outros aminoacidos (Fennema, 1993).

(a) (b)

a-hélice

Figura 3 Conformacéo da proteina a-hélice (a) e conformacao 8 (b) (QMCWEB, 2008)
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Em geral, estas interagcdbes forcam a proteina a assumir uma forma
helicoidal, como uma corda enrolada em torno de um eixo imaginario. Esta forma, a
mais comum, é chamada de a-hélice. Outra forma na estrutura secundaria é a
conformacgao B. Na conformacao 3, um segmento da cadeia interage com outro, como
mostra a Figura 3b (Belitz e Grosch, 1997).

A estrutura terciaria relaciona-se com as voltas e dobraduras da cadeia
protéica sobre ela mesma. E a conformacéo espacial da proteina, como um todo, e
nao de determinados segmentos particulares da cadeia protéica. A forma das
proteinas esta relacionada com sua estrutura terciaria. O que determina a estrutura
terciaria sdo as cadeias laterais dos aminoacidos (Fennema, 1993).

Existe, finalmente, a estrutura quaternaria. Certas proteinas, tal como a
hemoglobina, sdo compostas por mais de uma unidade polipeptidica (cadeia protéica).
A conformacdo espacial destas cadeias, juntas, é que determina a estrutura
quaternaria. Esta estrutura é mantida pelas mesmas forgas que determinam as
estruturas secundarias e terciarias (Lehninger et al., 1995).

As proteinas podem ser simples (constituidas somente por aminoacidos)
ou conjugadas (que contém grupos prostéticos, isto é, grupos que nao sao
aminoacidos, tais como carboidratos, ions, pigmentos, etc.) (Bobbio e Bobbio, 1992).

4.2.1 Proteinas do Pescado

Em geral, a exemplo de outras carnes, leites e ovos, 0 musculo esquelético do
pescado é rico em proteinas e lipidios. Estas proteinas apresentam alto valor nutritivo,
pois possuem aminoacidos essenciais, sendo, especialmente, ricas em lisina, um

aminodcido limitante em cereais como arroz, milho e farinha de trigo (Suzuki, 1987).

As proteinas musculares podem ser classificadas em trés grandes grupos:
miofibrilares (proteinas contracteis); sarcoplasmaticas (proteinas metabdlicas) e
estroma (proteinas do tecido conectivo) (Salas, 2001).

As proteinas miofibrilares constituem de 65 a 75% das proteinas do
musculo. Nesse grupo, as principais sdo, miosina e actomiosina, nao somente pela
quantidade, mas também por suas propriedades funcionais. Estas apresentam grande
influéncia sobre a textura, suculéncia, capacidade de retencdo de agua, capacidade
emulsificante, entre outras (Ayala, 2001).
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As proteinas sarcoplasmaticas compreendem 30% do total das proteinas do
musculo do pescado. Estas apresentam a propriedade de serem sollUveis em agua e
em solucoes salinas diluidas. Compreendem as proteinas do sarcoplasma, as
integrantes do liquido extracelular e as proteinas presentes nas pequenas particulas
do sarcoplasma. As proteinas do estroma sdo o colageno e a elastina, que sdo o
residuo da extracédo das proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares (Sikorski, 1990).

Durante a transformacdo do pescado em produtos processados ou semi-
processados, 0 congelamento e armazenamento podem favorecer a desnaturagéo das
proteinas, a oxidacdo e hidrélise de lipidios, as interacdes lipidio-proteina e as
interacdes proteina-carboidrato. As consequéncias podem ser, alteracdes de textura,
sabor, palatabilidade, reducdo da biodisponibilidade de aminoacidos essenciais e

destruicdo de vitaminas (Sgarbieri, 1996).

4.2.2 Proteinas insoluveis

As proteinas fibrosas presentes em chifres, cascos, penas, unhas, peles,
0ss0s, escamas e cabelos, disponiveis abundantemente na natureza, podem ser
convertidas em biomassa utilizavel, tais como, concentrados protéicos e aminoacidos,

utilizando enzimas microbianas (Anwar e Saleemuddin, 1998).

Na literatura disponivel, sdo poucos os trabalhos relacionados com a
hidrélise das proteinas insollveis resultantes dos processos de solubilizacdo de
proteina. Liaset e Espe (2008) estudaram a fragao insoluvel resultante da hidrélise
enzimatica utilizando a enzima Protamex em trés diferentes espécies de pescado e
observaram que a fragdo peptidica insolivel em bacalhau e saithe continham mais
aminoacidos hidrofébicos, triptofano e tragos de selénio, ferro e zinco, que a fracao
solavel. A fracdo insolivel também continha mais lipidios que os hidrolisados
protéicos. Ambas fragdes, insollveis e solUveis apresentaram altas concentragdes de

iodo.
4.2.2.1 Colageno

O colageno é o polimero protéico mais abudante no corpo dos animais,
representando cerca de 30% do conteldo total de proteina. O colageno é o principal
elemento estrutural de ossos, cartilagens, peles, tendbdes, ligamentos, vasos
sanguineos, dentes, cérneas, entre outros (Watanabe, 2004).
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O colageno é Unico entre as proteinas por causa da sua composicdo de
aminoacidos. Este contém uma grande quantidade de hidroxiprolina, sendo rico em
glicina e prolina. Os anéis pirolidicos (imino &cidos) ndo possuem atomos de
hidrogénio nas ligacdes peptidicas, entdo a estrutura é estabilizada pelas ligacoes de
hidrogénio intramoleculares (lannace e Nicolais, 1997). A estrutura molecular do
colageno contém trés cadeias polipeptidicas unidas em uma triplice hélice. Cada
polipeptideo denominado de cadeia a consiste de uma sequéncia repetida do tripé
(Gli-X-Y),, onde X e Y sédo frequentemente prolina e hidroxiprolina (Watanabe, 2004;
Vielle e Zeikus, 2001).

Considerando que o colageno é um biomaterial importante, muitas
industrias tém demonstrado interesse (Senaratne et al., 2006). As maiores aplicacbes
do colageno incluem produtos de couro, cosméticos devido a sua propriedade
umidificante, produtos biomédicos, tais como, curativos, implantes e portador de
medicamentos (Swatscheck et al.,, 2002). Na industria de alimentos é utilizado em
envoltérios comestiveis, necessarios em industrias carneas (embutidos) e desnaturado
pelo calor (gelatina) que é importante na elaboragao de diversos alimentos (Senaratne
et al., 2006).

Entretanto, muitos cientistas tém focado as pesquisas em encontrar fontes
alternativas de colageno. Os pesquisadores observaram que peles, ossos € escamas
de pescado, pele de frangos, pele de lulas, tentaculos de polvo, esponjas marinhas e
pele de sapos podem ser utilizados como alternativas (Nam et al., 2008; Nagai et al.,
2004; Li et al., 2004; Muyonga et al., 2004; Sadowska et al., 2003; Swatschek et al.,
2002; Morales et al., 2000).

Entre as fontes alternativas de colageno, o pescado possui a melhor fonte
de matéria-prima por causa da alta disponibilidade, n&o apresenta risco de
transmissédo de doencas, nao possui barreiras religiosas e tem a possibilidade de uma
alta producdo de colageno (Senaratne et al.,, 2006). Durante o processamento do
pescado, é gerado uma grande quantidade de residuos cerca de 50-70% do peso total
do pescado, é descartado na forma de ossos, peles, cabega, visceras e escamas
(Kittiphattanabawon et al., 2005). O descarte inapropriado destes residuos pode
causar sérios problemas ambientais. Cerca de 30% dos residuos do processamento
do pescado consiste em peles, escamas e 0ssos, 0S quais sdo ricos em colageno
(Kittiphattanabawon et al., 2005).
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Recentemente, colagenos a partir de diversas espécies tém sido isolados e
caracterizados (Jongjareonrak et al., 2005; Morimura et al., 2002; Yoshimura et al.,
2000; Montero et al. 1999), porém os métodos de extracdo de colageno, encontrados
na literatura, na grande maioria sdo processos quimicos, que diferem quanto ao
agente quimico e parametros fisicos utilizados durante a extragao (Nam et al., 2008;
Wang et al., 2008; Senaratne et al., 2006). A Tabela 1 apresenta a composicao de
aminoacidos de colagenos extraidos de residuos de pescados.

Tabela 1 Composicdo de aminoacidos de diversos tipos de colageno extraidos de
residuo de pescado (Residuos de aminoacidos/total de aminoacidos)

Aminoacidos Pele Pele peixe Escamas Ossos peixe Pele Pele
peixe- vermelho (b) peixe vermelho (b) externade interna de
sapo (a) vermelho (b) lula (c) lula (c)

Hidroxiprolina 77 64 65 61 87 79
Acido aspartico 27 50 54 56 73 82
Treonina 20 23 26 23 24 32
Serina 28 61 56 58 38 41
Acido 95 78 81 75 105 116
glutamico
Prolina 93 101 95 102 82 82
Glicina 363 335 328 341 226 207
Alanina 96 105 103 98 73 66
Cisteina 0
Valina 24 25 18 15 22 28
Metionina 21 14 14 12 17 19
Isoleucina 12 9 11 10 26 25
Leucina 20 21 25 25 42 43
Tirosina 6 6 5 5 18 21
Fenilalanina 28 20 22 25 23 26
Histidina 5 4 6 8 11 12
Lisina 25 28 33 32 22 26
Arginina 52 50 49 46 95 91
Hydroxilisina 8 6 9 9 16 4
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000

(a) Senaratne et al. (2006); (b) Wang et al. (2008); (c) Nam et al. (2008).
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A propriedade de insolubilidade do colageno em solventes aquosos limita a
utilizagédo deste em diversas industrias. Entretanto, é vantajoso obter derivados do
colageno, pois desta forma podemos aumentar a solubilidade destes em solventes
aquosos (Nam et al., 2008).

Algumas pesquisas estdo sendo realizadas na tentativa de utilizar
hidrolisados do colageno. Morimura et al. (2002) trataram ossos de tubarao de cauda
amarela para obter colageno e utilizaram enzimas para degradar o colageno obtido.
Os resultados indicaram uma recuperacao de proteina de até 53% e alta degradacao
do colageno pela enzima L (85,5%) em comparacao com a enzima K (69,2%), ambas
originadas de espécies de Bacillus. O hidrolisado, um composto de oligopeptideos,
pode ser utilizado como aditivo alimentar, pelo seu potencial antioxidante e também

pode ser utilizado para reduzir a pressao sanguinea.

Nam et al. (2008) extrairam colageno da pele interna e externa de lula e
submeteram o colageno extraido a hidrélise enzimatica com Alcalase 2,4 L, o
hidrolisado mostrou ter propriedades antioxidantes e ter atividades inibitérias de

tirosinase e elastase.

Ohba et al. (2003) avaliaram a hidrélise de colageno e queratina contidos
em residuos de pescado e encontraram que o hidrolisado enzimatico dos residuos da
queratina e do colageno apresentaram atividade inibitéria de ECA (enzima conversora
da angiotensina) e atividade antioxidante, a qual age para prevenir diversas doencas.
Entdo, os pesquisadores concluiram que o colageno e a queratina contidos nos
residuos de pescado podem ser convertidos pela hidrolise enziméatica em diversos
produtos que apresentam funcoes fisiolégicas.

4.2.2.2 Queratina

Apesar da alta resisténcia, a queratina pode ser hidrolisada por enzimas
queratinoliticas produzidas por alguns microrganismos. Estas enzimas sado produzidas
por fungos e bactérias queratinoliticas que na sua maioria sdo representadas por

espécies de Streptomyces e Bacillus (Onifade et al., 1998).

A queratina é uma proteina estrutural insolivel de penas, las, unhas,
cascos, entre outros, sendo conhecida por sua alta estabilidade (Bradbury, 1973). A
cadeia da queratina € densamente empacotada em a-hélice (a-queratina) ou B-sheet
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(B-queratina) dentro de uma cadeia polipeptidica supercoloidal (Parry e North, 1998),
resultando em estabilidade mecéanica e resisténcia as enzimas proteoliticas comuns,
tais como, pepsina, tripsina e papaina. Além disso, ligacdes cruzadas de cadeias
protéicas pelas pontes de cisteina conferem alta estabilidade mecéanica e resisténcia a
degradacao proteolitica das queratinas. A resisténcia da queratina é devido a forga
das ligagoes dissulfidicas intermoleculares e outras interagdes moleculares, e também
a estrutura supercoloidal das cadeias protéicas (Jones et al.,, 1999). Estas
propriedades promovem um grau de resisténcia a hidrélise peptidica.

As queratinas sao agrupadas em queratinas pesadas e leves de acordo
com o conteldo sulfurico. Queratinas pesadas sao encontradas em penas, cabelos,
cascos e unhas, estas possuem conteldo alto de ligacdes dissulfidicas e sao
inextensiveis e resistentes. Enquanto que, queratinas leves, tais como, pele e calos,
possuem baixo contetdo de ligagbes dissulfidicas e sdo mais flexiveis (Schrooyen et
al., 2001; Voet e Voet, 1995). A modificagdo da estrutura da queratina pode ser
realizada pelo tratamento térmico e pela hidrélise enzimatica com clivagem das pontes
dissulfidicas e ligacdes peptidicas (Kim et al., 2005; Williams et al., 1990). De qualquer
maneira, os métodos que utilizam calor destroem aminoacidos e requerem uma

quantidade significativa de energia (Papadopoulos et al., 1986).

As enzimas queratinoliticas sdo produzidas por fungos, actiomicetes, e
bactérias que tém sido frequentemente isolados a partir de solos onde estdo
depositados materiais queratinosos (Riffel e Brandelli, 2006; Kaul e Sumbali, 1997).

Dentre os fungos, o grupo mais queratinolitico pertence aos fungos
imperfeitos que incluem os seguintes géneros: Chrysosporium, Aspergillus, Alternatia,
Trichurus, Curvularia, Cladosporium, Fusarium, Geomyces, Gleomastis, Monodictys,
Myrothecium, Paecilomyces, Stachybotrys, Urocladium, Scopulariopsis, Sepedoniun,
Penicillium, Doratomyces, que ndo tém muito valor comercial, pois a maioria séo

categorizados como dermatéfitos (Gradisar et al., 2000).

Entre as bactérias, a degradacdo é mais confinada para as linhagens
gram-positivas, incluindo Bacillus, Lysobacter, Nesternokia, Kocuria e Microbacterium,
sendo que algumas linhagens de bactérias gram-negativas, Vibrio, Xanthomonas,
Stenotrophomonas e Chryseobacterium (Lucas et al.,, 2003; De Toni et al., 2002;
Yamamura et al., 2002; Sangali e Brandelli, 2000), tém sido recentemente reportadas

como queratinoliticas. Poucas bactérias termofilicas e extremofilicas que pertencem
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aos géneros Fervidobacterium, Thermoanaerobacter, Bacillus e Nesternokia tém sido
descritas (Gassesse et al.,, 2003; Nam et al.,, 2002; Rissen e Antranikian, 2001;
Friedrich e Antranikian, 1996).

As queratinases sao ativas em diversos substratos protéicos soluveis e
insoluveis. Entre as proteinas soluveis, estas possuem a habilidade de hidrolisar
caseina, gelatina, aloumina bovina e hemoglobina, enquanto que, entre as proteinas
insoluveis, estas hidrolisam, penas, las, colageno, elastina, seda, chifres, cabelo,
azoqueratina e unhas (Gupta e Ramnani, 2006).

As queratinases podem ser aplicadas, na industria de alimentos,
fertilizantes, producdo de filmes e colas, detergentes, degradacdo de proteinas,
industria de couro (Gupta e Ramnani, 2006), digestdo anaerdbica de residuos da
industria de frango para gerar gas natural (Brutt e Ichida, 1999), modificacao de fibras,
tais como, seda e 1a (Rissen e Antranikian, 2001), na medicina e farméacia para
eliminacdo de acne, preparo de vacinas para dermatofitoses, entre outros (Vignardet
etal., 2001).

A queratinase produzida a partir da Chryseobacterium sp. hidroliza
diversas proteinas globulares e fibrilares, incluindo caseina, albumina e queratina
(Brandelli, 2005). Peptideos derivados de caseina e queratina apresentam importantes
funcbes bioldgicas e tecnolégicas (Gupta e Ramnani, 2006; Clare e Swaisgood, 2000).
Além disso, protedlises limitadas tém sido utilizadas para modificar propriedades
funcionais das proteinas, tais como, solubilidade, emulsificacdo e gelatinizacdo. Esta
enzima também tem potencial para a aplicacdo no preparo de peptideos através da
hidrélise da caseina e da queratina (Casarin et al., 2008).

Queratinases de Bacillus sao geralmente proteases do tipo serina da
familia subtilisina (Zaghloul, 1998; Lin et al., 1995), mas recente metaloproteases,
como a partir da linhagem queratinolitica do Bacillus sp. (Werlang e Brandelli, 2005)
foram descritas. O género Bacillus fornece a maioria das proteases neutras e alcalinas
com valor comercial, e este género possui vantagens de ser faciimente mantido e
cultivado (Takami et al., 1989).

4.2.3 Ponto Isoelétrico das Proteinas

O ponto isoelétrico € o pH onde as cargas positivas e negativas de uma

molécula se equivalem. Nesse pH a proteina nao migra para nenhum pdélo quando
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colocada em campo elétrico. O pH isoelétrico depende dos pks dos grupos ionizaveis
e sera mais alto quanto mais residuos basicos houver e mais baixo quanto mais
residuos acidos estiverem presentes. A maioria das proteinas apresenta um pH
isoelétrico na faixa de 4,5 a 6,5 (Sgarbieri, 1996).

Os ions H* e OH" da agua provocam efeitos parecidos, no entanto além de
afetar a envoltura das proteinas também afetam a carga elétrica dos grupos acidos e
basicos das cadeias laterais dos aminoacidos. Esta alteracdo na carga superficial das
proteinas elimina as interagbes eletrostaticas que estabilizam a estrutura terciaria e
provocam a precipitagdo. A solubilidade de uma proteina é minima no ponto
isoelétrico, jA que sua carga é zero e desaparece qualquer forca de repulsdo
eletrostatica que poderia dificultar a formacao de precipitados (Pardi et al., 2001).

E necessaria alta solubilidade para extrair as proteinas (em pH inferior a 3
ou superior a 10,5) e baixa solubilidade para precipitar as proteinas (pH entre 5 e 6).
No ponto isoelétrico a proteina apresenta a menor solubilidade, formando precipitados
(Sathivel, 2003).

4.3 Aplicacoes do Residuo de Pescado

Residuos organicos de industrias pesqueiras nao afetam somente a area
onde é colocado diretamente o efluente, mas também podem alterar a zona costeira
em diferentes niveis do ecossistema, reduzindo assim a biomassa, densidade e
diversidade de bentos, planctons e nectons, e modificando os sitios locais de
alimentacao natural (Vezzulli et al., 2003; Gowen, 1991; Pillay, 1991).

Uma importante estratégia na reducao de residuos para as industrias é a
recuperacao de subprodutos com fins comerciais a partir de residuos de pescado. Os
hidrolisados de residuos de pescado podem ser utilizados para elaboracdo de
alimentos para animais e fertilizantes. As aplicacbes mais comuns destes residuos
sao: producéo de racdo animal, éleo de pescado, silagem e fertilizantes organicos. A
utilizacdo de subprodutos é uma importante oportunidade para a industria, este pode
gerar uma renda adicional, assim como reduzir os custos de tratamentos residuais

(Arvanitoyannis e Kassaveti, 2008).

Os residuos da industria pesqueira podem ser utilizados como ingrediente
em alimentos, pois representam uma fonte valiosa de proteina de alta qualidade e
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energia (Gabrielsen e Austreng, 1998). Os residuos de pescado tém mostrado ser
uma boa fonte de minerais (22%), proteinas (58%) e lipidios (19%). Acidos graxos
monoinsaturados, acido oléico e palmitico sdo abundantes em residuos de pescado
(Esteban et al., 2006).

A silagem é um produto liquido que resulta da liquefacdo do pescado
inteiro ou de partes do mesmo (Tatterson e Windsor, 1974). A liquefacdo & um
processo de autdlise realizado pelas enzimas ja presentes no pescado e acelerado
pela adicdo de &acidos que propiciam melhores condicbes para as enzimas
hidrolisarem os tecidos, limitando o crescimento microbiologico (Gildberg, 1993). De
qualquer maneira, a silagem de residuo de pescado é caracterizada pelo odor
desagradavel e este pode ser considerado um fator limitante para a aplicagdo em

produtos alimenticios (Hammoumi et al., 1998).

A produgédo de quitina e quitosana a partir de residuos de pescado tém
comprovado ser atrativa ambientalmente e economicamente, especialmente quando
este processo inclui a recuperacado de carotendides (Kumar, 2000; Arvanitoyannis,
1999).

Biodiesel adquirido a partir de 6leos e gorduras de vegetais e animais, é
um substituto ou um aditivo, para combustiveis derivados do petréleo (Alcantara et al.,
2000). Kato et al. (2004) avaliaram 6leo de pescado tratado com oz6énio como 6éleo
diesel para transporte. O 6leo encontrado obteve propriedades adequadas para o uso
em motores a diesel, apresentando valores quase idénticos aos de aquecimento
(10700 kcal kg), densidade (a 15°C, 0,87 g cm™) e pontos de derrame (37 e -16°C,
respectivamente) quando comparados com o O6leo diesel, ndo produziu Oxidos
sulfurosos, pouca ou nenhuma presenca de fuligem, poliaromaticos e emissdes de
diéxido de carbono. Estas propriedades sugerem que o 6leo obtido possui melhores
propriedades que o0s residuos de 6leos vegetais metil-esterificados e é adequado para

motores a diesel especialmente em areas de baixa temperatura.

Existe uma extensa literatura sobre producao de biogas a partir de adubo
de gado, aguas residuarias de criagdo de suinos, subprodutos da aquacultura e
agroindustrias e residuos urbanos (Sanchez et al.,, 1995; Montuelle et al., 1992;
Chapman et al., 1990; Ng e Chin, 1987; Lo et al., 1986; Lo e Liao, 1986); por enquanto
nao ha informacao sobre digestdo anaerdbia utilizando residuos sélidos de plantas de
pescado (Arvanitoyannis e Kassaveti, 2008).
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Os carotenoides sdo responsaveis pela cor de muitos pescados e
moluscos importantes. A recuperagao de carotenoides pode ser efetivamente utilizada
em formulagdes alimenticias para aquacultura em vez de se utilizar carotendides
sintéticos. O residuo disponivel apds a extracdo ainda pode ser utilizado para a

preparagao de quitina/quitosana (Sachindra et al., 2006).

A recuperacao de componentes quimicos a partir de residuos de pescado,
0s quais podem ser utilizados em outros segmentos da industria alimenticia, € uma
area promissora de pesquisa e desenvolvimento. Os pesquisadores tém apresentado
um grande namero de compostos que podem ser isolados a partir dos residuos,
incluindo enzimas, gelatina e proteinas que contém capacidades antimicrobinanas e

antitumorais (Arvanitoyannis e Kassaveti, 2008).

As proteases fazem parte do grupo mais importante de enzimas industriais
utilizadas no mundo e possuem varias aplicacdes na industria de alimentos (Garcia-
Carrefio et al., 1994). Proteases sao principalmente derivadas de plantas, animais e
fontes microbianas, considerando que derivados marinhos e outras fontes aquaticas
ndo tém sido extensivamente utilizadas (Haard e Simpson, 1994). As enzimas
extraidas da mucosa estomacal de pescado tém sido utilizadas para coagular o leite
na producdo de queijo, estas representam uma fonte alternativa e mais econdmica

para a industria de laticinios (Tavares et al., 1997).

Oleos produzidos a partir de residuos de pescado também sdo utilizados
extensivamente na industria de alimentos como matéria-prima e ingrediente (Jacobs et
al., 1997). O colageno recuperado de residuos de pescado pode ser utilizado em
nivel industrial, em alimentos, cosméticos e materiais biomédicos (Nagai e Suzuki,
2000).

4.4 Isolados e Hidrolisados Protéicos de Pescado

Isolados e hidrolisados protéicos de pescado, geralmente sdo obtidos por
solubilizagdo quimica, acida ou alcalina, ou por via enzimatica, respectivamente, a
partir de residuos ou de pescado inteiro. Estes podem ser utilizados como ingredientes
funcionais em uma ampla e sempre crescente faixa de aplicagdo em diversos
alimentos e em outros produtos. Segundo Salas (2001) a recuperagao dos principios
ativos presentes no pescado de baixo valor comercial € uma alternativa, pois

representa uma forma de agregar valor ao produto. O teor protéico das diferentes
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espécies de pescado varia de 15 a 20% o que viabiliza a utilizagdo de qualquer
espécie para obter isolados protéicos.

Métodos quimicos e biolégicos sdo amplamente utilizados para a hidrélise,
a hidrélise quimica é comumente mais utilizada na pratica industrial, porém os
processos biologicos que utilizam adicdo de enzimas sdo 0s mais promissores, pois
resultam em produtos com alta funcionalidade e valor nutritivo. Existem muitas
técnicas potenciais para a extracdo da proteina a partir de tecido animal (Martin e
Porter, 1995; Vieira et al., 1995; Pigott, 1982). As propriedades funcionais dos
hidrolisados protéicos sao influenciadas pelo método de producao utilizado. A hidrélise
quimica das proteinas é realizada pela clivagem das ligacoes peptidicas com acido ou
base (Skanderby, 1994).

4.4.1 Processos Quimicos

Em 1999, foi realizada a maior inovacao considerando o isolamento de
proteinas a partir de misculos de matérias-primas de baixo valor comercial. Hultin e
Kelleher (1999) patentearam o processo de solubilizagdo acida como uma maneira de
melhorar a produtividade e a estabilidade de isolados protéicos. Poucos anos depois,
um processo similar, mas baseado na solubilizagdo alcalina foi patenteada. Trés
vantagens principais relacionadas com as tecnologias acidas e alcalinas precisam ser
realgadas. A primeira € que 0 musculo nao precisa ser mecanicamente removido a
partir de ossos e peles para ser processado. A matéria-prima picada ou
homogeneizada pode ser submetida diretamente a solubilizagcado protéica acida ou
alcalina, desde que todos os outros materiais contaminantes tenham sido removidos.
Outra vantagem é que as proteinas sarcoplasmaticas também sao recuperadas,
aumentando a quantidade de proteina no hidrolisado. Por dltimo, os lipidios neutros e
as membranas lipidicas podem ser efetivamente removidos durante o processo de
producao do hidrolisado, diminuindo o risco de oxidagdo lipidica durante o
armazenamento. A Figura 4 mostra um fluxograma de um processo de obtencéo de

um hidrolisado protéico.
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Filetagem, lavagem e trituracéo
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Reagao de hidrélise
Centrifugacao
Proteinas sollveis
Precipitacdo das proteinas
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Liofiizagdo C—) Isolado Protéico

Figura 4 Fluxograma do processo de obtengédo de um isolado protéico

Os processos de solubilizacdo, acida e alcalina, utilizam o principio de que
a solubilidade do material contendo proteina quando homogeneizado com agua é
afetada pelo pH da mistura. Em condi¢gdes extremamente acidas ou alcalinas, forgas
de repulsdo atuam sobre as proteinas miofibrilares e citoesqueléticas, ocorrendo
interacdes com agua, e acontecendo a solubilizagdo (Nolsoe e Undeland, 2008).

Uma caracteristica importante dos processos por solubilizacdo acida ou
alcalina, é que quando o musculo protéico é submetido a valores extremos de pH, as
proteinas sdo parcialmente desdobradas. Este desdobramento parcial leva a
mudancgas substanciais na parte estrutural e conformacional das proteinas, as quais
conduzem a diferentes propriedades quando sado recuperadas (Kristinsson e Hultin,
2003). Kristinsson (2001) avaliou mudangas conformacionais, estruturais e funcionais
de duas proteinas, hemoglobina e miosina, durante exposicdo a pHs &cidos e
alcalinos, assim como subsequente recuperagao das proteinas no ponto isoelétrico. As
mudancgas de pH foram cruciais para a hemoglobina quanto a oxidacdo lipidica.
Mudangas na molécula de miosina, por outro lado, influenciaram grandemente na
funcionalidade dos isolados protéicos, tais como, capacidade de retencdo de agua,
gelatinizacado e emulsificacao.

Conteudo Protéico
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A producédo de proteina obtida durante o processo por mudanca de pH
(conhecido como pH shifting process) é determinada por trés fatores principais, a
solubilidade das proteinas em condicbes extremas de pH, o tamanho do sedimento
insoluvel formado durante o processo de centrifugacao e a solubilidade das proteinas

ao pH selecionado para a precipitagao (Nolsoe e Undeland, 2008).

Utilizando processos de solubilizacao protéica, acido e alcalino, Undeland
et al. (2002) encontraram 74% e 68%, respectivamente, de proteina recuperada a
partir do musculo branco de arenque (Clupea harengus). A baixa producado
apresentada pelo processo alcalino foi atribuida a grande quantidade de sedimento

formado na primeira centrifugacgao.

Em comparagédo similar entre os processos com pH, acido e alcalino,
Kristinsson e Ingadottir (2006) avaliaram a producdo protéica a partir de tilapia
(Orochromis niloticus). Os autores reportaram encontrar entre 56 e 61% de proteina

para o processo acido e 61 a 68% para o processo alcalino.

Batista et al. (2003) avaliaram o conteldo protéico recuperado a partir de
sardinha (Sardina pilchardus) e pescada azul (Micromesistius poutassou). Os autores
utilizaram processos de solubilizagao acida e alcalina, similares aos descritos acima e
obtiveram 73% e 77% de proteina recuperada, respectivamente, para a sardinha e

53,6% e 49,1%, respectivamente para a pescada azul.
Estudos realizados com pescado inteiro ou residuos de pescado

Bechtel et al. (2005) investigaram as possibilidades de usar o processo
alcalino na produgéao de isolados protéicos sollveis e insoluveis a partir de visceras de
salmao rosa e cabegas de salmio vermelho. Apoés liofilizar os isolados, o conteldo
protéico foi analisado, obtendo o seguinte resultado: fracdo insollvel das cabecas do
salmao vermelho (50,7%), fragdo insollvel das visceras do salmao rosa (69,4%),
fracdo solluvel do salmao vermelho (90%) e fracao solluvel das visceras do salmao
rosa (87,2%).

Utilizando uma mistura de subprodutos de Pescada (Merluccius capensis),
Batista et al. (2006) avaliaram a quantidade de proteinas que poderia ser recuperada
usando os processos de solubilizacdo acida e alcalina. Apdés a remocao da pele e
0ss0s, 0 resto dos subprodutos foi triturado, uma parte sofreu uma pré-lavagem e a
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outra foi utilizada normalmente. O conteldo protéico obtido foi de 58,7% para o
processo acido e 63% para o alcalino, para o material sem lavagem. A produgéo de
proteina correspondente para o material que sofreu a pré-lavagem foi de 43,6% para a
extracdo acida e 50,1% para a alcalina.

Chen e Jaczynski (2007) aplicaram os métodos, &cido e alcalino, no
processamento de residuo de trutas (ossos, cabeca, pele, etc.) usando duas
centrifugagdes continuas. O conteudo protéico encontrado variou de 77,7 a 89%,

dependendo do pH utilizado para a solubilizagao e precipitagao.

Em um estudo preliminar de isolamento de proteina utilizando os
processos, acido e alcalino, com arenque inteiro e visceras. Rgkaeus e Undeland
(2007) informaram que o conteudo de proteina total para o pescado inteiro variou entre
60 e 65%, e para as visceras foram encontrados valores inferiores. Para os isolados
protéicos, o processo acido resultou em valores de 59 e 54% quando utilizado intestino
e 0 arenque inteiro. Para o processo alcalino, os valores correspondentes foram 58 e
55%, respectivamente.

Estudo realizado por Chen et al. (2007) com residuos de truta mostrou que
a solubilizacao alcalina produziu um isolado protéico com uma maior concentracao de

aminoacidos essenciais que o isolado produzido por solubilizagao acida.
Cor e forga de gel

Outros parametros importantes quando se compara diferentes processos
de extracdo, sdo a cor do isolado protéico e a forca do gel. Nolsoe e Undeland (2008)
afirmam que a espécie de pescado utilizada e o método de processamento tém uma
grande influéncia na forca do gel. Em comparacbes entre processos acidos e
alcalinos, os processos alcalinos geralmente produzem isolados com maior forca de
gel. As industrias, geralmente, estdo mais interessadas em isolados mais claros
(Tabilo-Munizaga e Barboza-Canovas, 2004). De qualquer maneira, a exata aplicacao
do hidrolisado é que vai determinar o quao importante € a cor. A cor pode ser afetada
pela quantidade de musculo escuro, pela presenca de sangue e pela presenga de

pigmentos como a melanina.

Lipidios
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A capacidade dos processos de solubilizacdo acida e alcalina de remover
grande parte dos lipidios neutros e das membranas lipidicas € uma das caracteristicas
mais importantes. A quantidade de lipidios que pode ser removida esta relacionada a
fatores, tais como, conteddo lipidico inicial da matéria-prima, viscosidade do
homogeneizado e velocidade de centrifugagéo. A reducéo lipidica pode ser importante
para a reducdo da susceptibilidade do isolado protéico a oxidagao lipidica (Nolsoe e
Undeland, 2008).

Em pesquisa realizada por Kristinsson e Demir (2003) sobre a redugao
lipidica de hidrolisados protéicos resultantes de processos, acidos e alcalinos, com
quatro diferentes espécies de pescado, peixe-gato, cavala espanhola, corvina e tainha,
mostrou que a maior reducao lipidica ocorreu nos isolados resultantes do processo
alcalino. Em base seca, as reducdes para os isolados protéicos do processo alcalino
foram 68,4% para corvina, 81,4% para a tainha, 79,1% para a cavala e 88,6% para o
peixe-gato. Para os isolados resultantes da solubilizagao acida, os valores de redugao
foram de 38,1, 58, 76,9 e 85,4%, respectivamente.

Fica evidente que a maioria das espécies apresente resposta diferente
para a solubilizacdo acida e alcalina, quando os dois métodos sdo comparados. E
observado que o processo acido normalmente possui certas vantagens, geralmente
apresenta maior producdo de proteina, enquanto que o processo alcalino possui
outras, como maior remogao de lipidios, cor mais clara, maior forga do gel, entre
outras. Entao, a escolha do método vai depender da aplicagdo posterior do hidrolisado
(Nolsoe e Undeland, 2008).

4.4.2 Processos Enzimaticos

A hidrélise bioquimica para a producdo de hidrolisados protéicos de
pescado ou de outras proteinas alimenticias é realizada pela utilizagdo de enzimas
que hidrolisam ligacdes peptidicas. Esta pode ser realizada via enzimas proteoliticas ja
presentes nas visceras ou musculos do pescado (proteinas endégenas), ou pela

adicdo de enzimas de outras fontes (Kristinsson e Rasco, 2000).

Enzimas sdo essenciais na catalise bioquimica, porque aceleram as
reagbes quimicas entre os constituintes orgénicos e o interior das células o que de
outra forma demoraria um longo tempo para se completar. As enzimas sao

empregadas para realizar fungcbes desejadas no processamento e analise e para



28

facilitar a conversdo de subprodutos em produtos de alta qualidade (Richardson e
Hyslop, 1984). As enzimas conseguem executar este tipo de atividade porque o sitio
ativo de uma enzima é altamente especifico para determinados substratos. As
enzimas catalisam somente uma reagédo e funcdo especifica, pela formagdo de um

complexo com o substrato o qual modificara (Kristinsson e Rasco, 2000).

A hidrdlise enzimatica das proteinas é um processo complexo devido as
muitas ligacdes peptidicas e sua acessibilidade especifica para reagdes enzimaticas
(Linder et al., 1995). A especificidade das enzimas ndo é o Unico fator que afeta o
perfil dos peptideos no produto final. Fatores ambientais, tais como temperatura e pH
também s&do extremamente importantes, pois afetam extensivamente a cinética das
reagcbes enzimaticas, e o efeito destes fatores é diferente para cada enzima.
Geralmente, existe uma combinacdo 6tima de pH e temperatura, onde a enzima é
mais reativa. Temperaturas e pHs extremos desativam as enzimas pela desnaturacao

das mesmas (Kristinsson e Rasco, 2000).

Na hidrolise enzimatica, a capacidade das proteases clivarem as ligagbes
peptidicas é dependente das interagbes fisicas entre o substrato e a enzima no
ambiente aquoso presente durante a hidrélise. A grande porcdo de aminoacidos
hidrofébicos reside dentro de regides hidrofébicas da cadeia peptidica das matérias-
primas, e é por este motivo que o acesso das proteases nessas regides pode ser
limitado (Chothia, 1974). Portanto, as fracdes com peptideos insollveis podem
apresentar alta propor¢cao de aminoacidos hidrofébicos quando comparados com os
hidrolisados protéicos (Liaset e Espe, 2008)

A hidrdlise protéica de pescado utilizando enzimas proteoliticas
selecionadas possibilita o controle do grau de clivagem das proteinas no substrato. Em
proporcées adequadas de enzima/substrato e tempos de reacdo, se permite a
producao de hidrolisados com diferentes estruturas moleculares e diferentes
propriedades funcionais que podem encontrar aplicagdes em varias formulacoes

alimenticias (Onodenalore e Shahidi, 1996).

As enzimas microbianas, quando comparadas com enzimas provenientes
de animais e plantas, oferecem varias vantagens, incluindo uma ampla variedade de
atividades cataliticas disponiveis, e grande estabilidade frente a diferentes pHs e
temperaturas. O hidrolisado protéico resultante apresentara propriedades peculiares
de acordo com os novos peptideos gerados (Guerard et al., 2002).
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4.4.2.1 Flavourzyme

A Flavourzyme é um complexo de protease/peptidase produzido por
fermentacdo submersa de uma linhagem selecionada do fungo Aspergillus oryzae,
desenvolvido pela Novozyme Nordisk (Bagsvaerd, Denmark), o qual nao € modificado
geneticamente. E utilizada para hidrélise de proteinas sob condicdes neutras ou
levemente acidas. As condicoes o6timas de trabalho para a Flavourzyme 500 L
reportadas sao pH 5,0-7,0 com uma temperatura 6tima em torno de 50°C. A
Flavourzyme tem uma atividade de 500 L APU/g (Slizyte et al., 2005). Esta enzima tem
sido utilizada por diversos pesquisadores nos Ultimos anos para a preparagao de
hidrolisados protéicos de pescado (Klompong et al., 2008; Dong et al.,, 2008;
Thiansilakul et al., 2007).

4.4.2.2 Alcalase

A Alcalase é uma enzima alcalina produzida pelo Bacillus licheniformis e
desenvolvida pela Novozyme Nordisk (Bagsvaerd, Denmark) para a industria de
detergentes, tem sido explicitada repetidamente por varios pesquisadores como uma
das melhores enzimas utilizadas para preparar hidrolisados enzimaticos de pescado
funcionais e outros hidrolisados protéicos (Santos et al., 2008; Bhaskar et al., 2008;
Klompong et al., 2008; Wasswa et al., 2007).

4.4.2.3 Grau de Hidrdlise

O grau de hidrélise, o qual indica a porcentagem de ligacdes peptidicas
clivadas é um dos parametros basicos que descrevem as propriedades dos
hidrolisados e precisam ser controlados durante o processo de hidrélise (Adler-Nissen,
1976). Através do grau de hidrolise é possivel determinar claramente as propriedades

do hidrolisado protéico para um dado sistema proteina-enzima (Petersen, 1994).

A hidrolise das ligacées peptidicas ocasiona muitas mudancas, tais como,
aumento dos grupos aminos e carboxilas, os quais aumentam a solubilidade. A massa
molecular da proteina diminui e a estrutura terciaria é destruida, afetando as

propriedades funcionais da proteina (Nielsen, 1997).

As propriedades funcionais do hidrolisado de pescado podem ser
modificadas de acordo com o grau de hidrolise aplicado. Desta maneira, uma hidrélise
extensiva permite alta solubilidade e uma hidrolise limitada conduz a uma alta
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capacidade de emulsificacao, estabilidade da emulsdo e absorcao de éleo (Gbogouri
et al., 2004).

Na literatura encontram-se descritas diversas metodologias para se
monitorar o grau de hidrélise durante a hidrélise protéica, por exemplo, pH-stat,
osmometria, conteldo de nitrogénio solivel e o método do &cido trinitro-benzeno-
sulfénico (TNBS) (Nielsen et al, 2001).

4.4.2.4 Término da Reacao Enzimatica

Quando um determinado grau de hidrélise é atendido, é necessario
finalizar a reagdo enzimatica. Esta etapa € muito importante, pois de outra forma as
enzimas poderiam permanecer ativas no substrato e continuar hidrolisando as
proteinas e peptideos. A desativagdo das enzimas pode ser realizada tanto por
métodos quimicos como térmicos. Usualmente o hidrolisado juntamente com as
enzimas é transferido para um banho aquecido, onde as enzimas sdo desativadas
pela exposicdo a temperaturas que alcangam entre 75 e 100°C por um tempo que
varia de 5 a 30 min, dependendo do tipo de enzima. Por exemplo, a papaina é
termotolerante, e tem sido reportado que é necessario ao menos 90°C por 30 min para
inativa-la totalmente (Hoyle e Merritt, 1994). Estudo realizado por Santos et al. (2009),
mostrou que a Alcalase é inativada a 90°C por 15 min e a Flavourzyme necessita 80°C
por 15 min. Porém terminar a reacdo por aplicagdo de calor é indesejavel (Haque,
1993), porque resulta em alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e funcionais
(Kinsella, 1976). Pode ser realizada a inativagdo quimica com o aumento ou
diminuicdo do pH, a ponto de desativar as enzimas. Extremos de pH, assim como
temperaturas elevadas, podem causar efeitos indesejaveis sobre as proteinas e
peptideos (Adler-Nissen, 1986; Shahidi et al.,1995).

4.5 Propriedades Funcionais das Proteinas

O termo funcionalidade tem sido aplicado para se referir as propriedades
nao nutritivas que conferem aos alimentos maior conveniéncia ao manuseio, melhor
aparéncia na apresentacdo e melhor aceitacdo pelo consumidor. A maioria das
propriedades funcionais influencia o carater sensorial de um alimento, em especial a

textura (Borderias e Monteiro, 1988).
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A manifestacdo de funcionalidade por certos componentes dos alimentos

ira depender das seguintes propriedades (Sgarbieri, 1998):

- Propriedades de hidratacdo: dependentes das interagdes com a agua

como solubilidade, dispersao, adsorcao e retencao de agua, suculéncia;

- Propriedades dependentes da interagao entre macromoléculas e entre

macromoléculas e a agua, geleificagao, textura, formacao de estruturas viscoelasticas;

- Propriedades de superficie: dependentes da formacdo de peliculas
bipolares na interface entre duas fases imisciveis como as propriedades emulsificantes

e espumantes;

- Propriedades que dependem do tamanho e da forma das moléculas ou
de particulas em suspensdo como viscosidade, sensacéo tatil, modificada em fungéo

da transformacao de material sélido em microparticulas;

- Propriedades que resultam da interacdo de um grande ndamero de
constituintes dos alimentos, tais como, &agua, proteinas, polissacarideos e

componentes sollveis e insollveis das fibras alimentares.

As propriedades funcionais dependem das caracteristicas fisico-quimicas
intrinsecas da proteina, como sequéncia e composicdo de aminodacidos, peso
molecular, conformagao e carga distribuida sobre a molécula. A natureza e densidade
da carga facilitam interacées com outros componentes alimentares, tais como agua,
fons, lipidios, carboidratos, vitaminas, constituintes de cor e do sabor dependendo do
envolvimento (pH, temperatura, forca ibnica) durante a preparacdo, processo e
estocagem (Belitz e Grosch, 1997).

4.5.1 Solubilidade

A solubilidade é uma propriedade fisico-quimica fundamental das
proteinas, também classificada como uma propriedade funcional, pela importancia que
essa exerce sobre a funcionalidade das proteinas dos alimentos (Sgarbieri, 1996).
Para efeito de propriedades funcionais, a solubilidade é dificil de ser definida, uma vez
que a maioria dos componentes macromoleculares, quando em meio aguoso pode
formar uma solugdo verdadeira ou uma solucdo coloidal ou ainda uma suspensao

estavel de particulas insollveis. A solubilidade de uma proteina depende da proporcao
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entre grupos hidrofébicos (normalmente situados no interior da molécula) e de grupos
hidrofilicos situados na superficie (Sgarbieri, 1998).

As proteinas, em geral, sdo mais sollveis em pHs acidos ou alcalinos por
causa do excesso de cargas de mesmo sinal que produz repulsdo das moléculas,
contribuindo para maior solubilidade. O pH de menor solubilidade é o pH do ponto
isoelétrico da proteina, que possui igual nimero de cargas positivas e negativas nas
moléculas, ndo se repelem, e portanto, diminuem de solubilidade tendendo a formar
precipitados (Kinsella, 1982).

A solubilidade das proteinas é relativamente elevada em agua e reduzida
em solventes organicos. Segundo Maldonado (1994), a solubilidade de uma proteina é
influenciada pela maior ou menor afinidade das moléculas de proteina pelo solvente.
Sgarbieri (1996) salienta que, a solubilidade de uma proteina depende de varios
fatores como: peso molecular, conformagédo das moléculas, densidade e distancia das
cargas elétricas, que por sua vez é influenciada pelo pH, natureza e concentragéo de
ions ou forca ibnica e temperatura. A solubilidade de uma proteina depende
grandemente do numero de cargas na molécula, que por sua vez dependera da
composigao de amino&cidos, particularmente do nimero de residuos acidos e basicos
(Kristinsson, 2003). As partes nao protéicas da molécula como lipidios, carboidratos,

fosfatos, etc., também afetam a solubilidade das proteinas (Sgarbieri, 1996).

4.5.2 Capacidade de Retencdo de Agua

Segundo Sgarbieri (1996) a capacidade de retencao de agua envolve uma
interacao entre proteina ou alimento protéico com a agua. A maior ou menor afinidade
da proteina com a agua esta relacionada com outras propriedades funcionais como
textura, viscosidade, geleificacdo e emulsificacdo. A capacidade de retencdo de agua
€ a que permanece na proteina apos exposicdo a um excesso de agua e aplicacao de
uma forca de centrifugacao ou pressao.

Conforme afirma Aldea (1995), a capacidade de retencdo de agua é
influenciada pelo pH e depende do niumero de cargas livres, positivas e negativas, das
cadeias de actina e actomiosina, bem como de sua capacidade de ligar-se com a
agua. No ponto isoelétrico a capacidade do musculo para fixar a agua é praticamente
nula. Assim, conforme se eleva ou diminui o pH, uma maior quantidade de agua pode

ficar ligada aumentando assim a capacidade de retencao de agua.
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Outro fator que afeta a capacidade de retencédo de agua é a incorporacéao
de cloreto de sodio. Quando esta é aumentada, ha um decréscimo na capacidade de
retencdo de agua devido a formacdo do complexo sal-proteina. Nos casos, de
concentracdo ionica elevada, o sal passa a exercer um efeito desidratante (Pardi et al.,
2001).

4.5.3 Capacidade de Retencéo de Oleo

O mecanismo de absorcao de 6leo é atribuido principalmente a entrada
fisica do 6leo, deste modo, aumenta a densidade das proteinas, com consequente
aumento da absorcao de 6leo (Kinsella, 1976). Wang e Kinsella (1976) reportaram que

a correlacao entre o aumento da densidade e a absorgéo de 6leo é maior que 0,95.

A capacidade de retencdo de 6leo também esta correlacionada com a
hidrofobicidade da superficie (Kristinsson e Rasco, 2000). Os residuos de lipidios
retidos no hidrolisado seco depois da hidrélise deve ser menor que 0,5% para reduzir
o desenvolvimento de sabores rancificados durante o armazenamento (Spinelli et al.,
1972).

Um hidrolisado com um grau de hidrolise em torno de 5% tem uma
absorcdo de odleo significativamente maior (5,98 para 7,07 mL 6leo/g hidrolisado
protéico de pescado (HPP)) do que um com 10% de grau de hidrélise (3,22 para 5,12
mL 6leo/g HPP) e com 15 % de grau de hidrolise (2,86 para 3,86 mL 6leo/g HPP)
devido ao maior tamanho dos peptideos (Kristinsson, 1998).

4.6 Modificacdao Quimica das Proteinas

A estrutura primaria das proteinas pode ser modificada quimicamente para
melhorar as suas propriedades funcionais e também para estudar as relagdes entre
estrutura e funcao das proteinas (Feeney et al., 1982).

A maneira mais antiga e simples de modificar proteinas é tratar as mesmas
com um determinado reagente o qual ira reagir com os grupos funcionais expostos na
superficie das proteinas. Por exemplo, anidrido acético, CH;COOCOCH; reage com
0os grupamentos amino da cadeia lateral da lisina resultando em -NH,COCH3;. Um
efeito importante desta reacdo é que a carga positiva da lisina é perdida. Estes
reagentes sao frequentemente nao seletivos. Um desafio é produzir um reagente que

reaja somente com uma posicdo da proteina (Doig e Stemberg, 1995).
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Polimeros naturais, tais como, dextranas (Hovgaard e Brondsted, 1995),
pectinas (Munjeri et al., 1997), goma guar (Gliko-Kabir et al., 1998) e inulina (Vervoort
et al.,, 1997), tém sido modificados quimicamente para atender caracteristicas da
industria téxtil. Apdés modificacdo, estes polissacarideos sao quimicamente ou
fisicamente ligados para reduzir sua solubilidade em sistemas aquosos (Reis et al.,
2006).

As modificagbes quimicas intencionais das proteinas também podem
trazer resultados inconvenientes, como a deterioracdo das propriedades nutritivas
similares as observadas em tratamentos intensivos, a formagdo de derivados de
aminoacidos que podem ser toxicos e a incorporacdo de residuais de reagentes que
podem ser igualmente nocivos (Fennema, 1993).

4.6.1 Procedimentos utilizados para a modificacao quimica

A modificagdo quimica de proteinas é baseada nas diferencas das
reatividades individuais das cadeias laterais dos amino&cidos. Estes incluem o
imidazol da histidina, o indol do triptofano, o p-hidroxifenil da tirosina, o tioéter da
metionina, o grupamento tiol da cisteina, a ligacdo dissulfidica da cisteina, os
grupamentos carboxilicos dos acidos aspartico e glutamico, os grupamentos terminais
carboxilicos dos aminoacidos e os grupos amino da lisina e grupamentos aminos
terminais de outros aminoacidos. Estas cadeias laterais reagem em diferentes
proporgdes, ndo somente com reagentes diferentes, mas também sob diferentes
condicoes e localizacées de ambientes especificos de uma proteina particular (Means
e Feeney, 1998).

Aquecendo proteinas em pHs acidos ou alcalinos, € possivel modificar as
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos. Assim, por exemplo, 0 aquecimento da
glutenina em ambiente acido leva consigo a desamidagao de 30% dos residuos da
glutamina e asparagina, o que melhora a solubilidade e as propriedades de superficie
da proteina. Estes efeitos benéficos sdo resultados das trocas conformacionais
produzidas pela diminuicdo do numero de pontes de hidrogénio e do incremento das
repulsdes eletrostaticas. Os tratamentos alcalinos provocam a conversdo de alguns
residuos de cisteina ou fosfoserina a deidroalanina (Fennema, 1993).

As principais classes de reacdes utilizadas para modificar quimicamente as

cadeias laterais das proteinas sao as acetilacoes, alquilacbes, oxidacdes e reducoes.
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Uma determinada cadeia lateral pode reagir com diversas classes de reativos e um
determinado reativo também pode fazé-lo com diferentes cadeias laterais resultando
na introducdo de grupos laterais idénticos em diversos aminoacidos. Durante a
acetilacdo, os grupos reativos acilantes reagem com os grupos a e g-amino, hidroxila,

fenol, imidazol e tiol (Fennema, 1993).

Um determinado tipo de cadeia lateral ndo tem que desempenhar em
todas proteinas, a mesma reatividade frente a um determinado reativo, visto que a sua
reatividade é fungdo dos aminoacidos préximos da cadeia protéica e da conformacao
da mesma. A introducédo dos grupos ionizaveis, geralmente, melhora a capacidade de
absorcdo de agua da proteina e sua estabilidade frente ao calor e aumenta a
estabilidade quanto a precipitacao por ions de célcio. Tais efeitos tém sido observados

nas proteinas de pescado, soja, gluten, etc. (Fennema, 1993).

O grau de hidrofobicidade partindo da proteina modificada depende do tipo
de aminoacido ou &cido graxo e da proporgao de grupos da proteina susceptiveis a
mudangas para formar derivados. Assim, por exemplo, a acetilacdo melhora as
propriedades emulsificantes das proteinas do leite, porém prejudica a absorcao de
agua nas proteinas da soja (Fennema, 1993).

A modificacdo pode causar desdobramento das proteinas devido as
repulsdes eletrostaticas entre grupos carboxilicos adicionados e os grupos carboxilicos
nativos adjacentes, produzindo mais interacdo proteina-agua e menos interacao

proteina-proteina (Ponnampalam et al., 1988).

Os anidridos, acético e succinico, sdo os acilantes de maior utilizacao
direta em proteinas para consumo humano. Esses reagentes séo considerados como
GRAS (Generally Recognized as Safe) pela Food and Dry Administration - FDA dos
Estados Unidos (Johnson, 1982). A acetilacdo tém sido aplicada em proteinas
vegetais de diversas espécies e partes das plantas, tais como, folha (Franzen e
Kinsella, 1976), amendoim (Beuchat, 1977), girassol (Canella et al., 1979), Vicia faba
(Schmandke et al., 1981), algodao (Choi et al., 1982), ervilha (Johnson, 1982), aveia
(Ma, 1984), feijao alado (Narayana e Rao, 1984), germe de milho (Messinger et al.,
1987), concentrado protéico de aveia (Goulet et al., 1987), Canola (Paulson e Tung,
1988), isolados protéicos de sementes de algaroba (Silva et al., 1997), entre outros.
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A modificagdo quimica por acetilagédo é a mais utilizada por causa de sua
especificidade por grupos amino livres, principalmente a lisina. A esterificagdo dos
grupos aminos livres com um grupo acetil neutro resulta na redugdo das cargas
positivas do isolado sob condi¢des acidas. Esta perda dos grupos com carga positiva
resulta em uma possivel mudanca no ponto isoelétrico para menores valores de pH,
isto faz com que haja um aumento de solubilidade nos pHs de 4,5 até 7. Além disso, a
perda destes grupos resulta ainda em um decréscimo do nimero de ligagbes de
moléculas de agua por molécula de proteina (Kuntz, 1971) e também reduz as
atragbes ibnicas entre moléculas vizinhas que sédo responsaveis em parte pela

estabilizagdo dos géis protéicos (Catsimpoolas et al., 1970).

Considine (2002) reportou que, para a aplicacdo em hidrogéis, as
propriedades fisicas dos polimeros de pescados sdo muito superiores as das
proteinas vegetais, pois proteinas animais sao ricas em lisina, um aminoacido
essencial e que pode ser facilmente modificada quimicamente. As proteinas do
pescado tendem a ser muito grandes, com uma inerente capacidade de retencdo de
agua. A solubilidade de uma proteina em agua esta conectada com a natureza dos
seus grupamentos laterais. Grupamentos polares, tais como, OH, CO, NH,, interagem
com a agua, estabilizando as pontes de hidrogénio entre as cadeias. Grupamentos
carregados, tais como, NH3;* ou COO também influenciam na hidrofilicidade das
cadeias. A quantidade de grupamentos carregados ou nio varia com o pH (lannace e
Nicolais, 1997).

Hwang e Damodaran (1996) verificaram que através da modificacdo
quimica dos residuos da lisina com dianidrido tetracarboxilico, € possivel introduzir um
grande namero de grupos carboxilicos dentro da molécula de proteina. Teoricamente,
para cada residuo de lisina modificada, trés grupos carboxilicos foram incorporados na
molécula protéica. Esses grupamentos carboxilicos, juntamente com o extensivo
desdobramento da molécula protéica via repulsdes eletrostaticas intramoleculares,
proporcionaram um carater polianiénico para a proteina com numerosos sitios de
ligacdo para a agua. Proteinas polianiénicas com agentes de ligacdo cruzada podem
produzir um hidrogel com propriedades superabsorventes.

Em pesquisa realizada por Hwang e Damodaran (1996) com isolado
protéico de soja e diversos dianidridos tetracarboxilicos, tais como, dianidrido
benzenotetracarboxilico, dianidrido  dietilenotriamino  pentaacético, dianidrido
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ciclobutano tetracarboxilico e dianidrido etilenodiamino tetraacético (EDTAD), foi
verificado que o EDTAD é o melhor reagente a ser utilizado na modificagdo quimica
dos residuos de lisina, pois possui uma alta taxa de reagdo com residuais de lisina,
ndo possui potencial toxico e tem um menor custo quando comparado ao outros

reagentes. A estrutura do EDTAD é apresentada na Figura 5.

b—CHz—an—
O

Figura 5 Estrutura molecular do dianidrido etilenodiamino tetraacético

O EDTAD é um reagente bifuncional. Consequentemente, em solucao
aquosa a reagdo do EDTAD com residuos de lisina pode seguir duas rotas distintas,
como mostra a Figura 6. Na reacdo |, uma molécula de EDTAD reage
simultaneamente com dois residuos de lisina a partir de duas moléculas de proteina
ou duas cadeias polipeptidicas de uma proteina oligomérica para formar uma ligacao.
Quando a reacao procede pela reacao |, o resultado é a incorporacdo de somente um
grupo carboxilico por residuo de lisina. Além disso, se a reagdo | ocorre entre
subunidades da molécula de proteina, a ligacdo cruzada intramolecular pode
prejudicar a absorgao de agua da molécula modificada. Na reagéo Il, uma molécula de
EDTAD reage com um residuo de lisina e uma molécula de agua. Nessa reacao, trés
grupos carboxilicos por residuo de lisina sdo incorporados na proteina e ndo sao
formadas ligagbes cruzadas. Este grande aumento na carga aniénica da rede protéica
modificada pode ajudar no desdobramento da estrutura da proteina. Como nao forma
ligagcdes cruzadas, o intumescimento da proteina modificada ndo é prejudicada
(Hwang e Damodaran, 1996).



38

CHz

O—NH;CD{‘H;-}LCH;-CHz-N-CHz-CD-;cH @ (1)
' | !
' CH3
/ coo-
@—NH: + EDTAD

Protein ({DD_
CHz

@—NH:LCD-(_‘Hg—?‘i—CHz—CHg—\J—CHrCDD-
Hy
O0r

(I

Figura 6 Reacdes dos residuos da lisina com o EDTAD

4.6.2 Aplicacdes das proteinas modificadas

Entre os anos de 1960 e 1980, muitas pesquisas foram publicadas
utilizando modificagdo quimica para identificar residuos de amino&cidos requeridos
para atividade catalitica de enzimas e para propriedades funcionais de outras
proteinas. Muitos livros (Lundblad e Noyes, 1984; Glazer et al.,, 1975; Means e
Feeney, 1971) e revisbes (Means e Feeney, 1998; Widder e Green, 1985; Pfleiderer,
1985) foram publicados descrevendo procedimentos para modificacbes quimicas de

proteinas e suas aplicacoes.

Atualmente, as muitas aplicagbes da modificagdo quimica incluem
determinacdo da reatividade relativa de grupamentos das cadeias laterais,
identificacdo e quantificagéo de residuos individuais de aminoacidos necessarios para
a atividade bioldgica, desenvolvimento da afinidade e reagentes baseados em
mecanismos para usos farmacéuticos, reagentes de ligagdo cruzada, técnicas
especiais para biopréteses, reagentes bloqueadores para a sintese de peptideos,
reagentes para hidrolise especifica de ligagbes peptidicas, bioconjugacdo e
modificagdes especiais para uso analitico, tal como, espectrometria de massa (Means
e Feeney, 1998).

Fennema (1993) cita outras possiveis aplicagbes das proteinas
quimicamente modificadas, tais como, insergdo de extremidades radioativas, medir o
grau de exposicao, medir o pKa pela reatividade da dependéncia do pH, determinar o
estado i6nico da cadeia lateral pela reatividade da dependéncia do pH, acessar grupos



39

importantes na catdlise, inibicao irreversivel pela reagcdo com um grupo catalitico no

lado ativo ou pelo blogueio do lado ativo.

4.7 Agentes de Ligacao Cruzada

Os polimeros com ligagbes cruzadas sao obtidos através de condicdes
homogéneas ou heterogéneas pela adicdo do agente de ligagdo cruzada bi ou
polifuncional, tais como, epicloridrina (Chiou et al., 2004; Delval et al.,, 2000),
etilenoglicol diglicil éter (Chiou e Li, 2003; Mi et al., 2002), glutaraldeido (Rathna e
Gunasekaran, 2004; Chiou e Li, 2003; Arrascue et al., 2003; Rathna e Damodaran,
2001; Hwang e Damodaran, 1996), benzoquinona (Mcfee et al., 2001), oxiclorito de
fosforo (Kim e Lim, 1999), acidos carboxilicos (Seidel et al., 2001), anidrido maléico
(Girek et al., 2000) ou isocianatos (Lee et al., 2002; Mocanu et al., 2001).

Estudo realizado com hidrégeis produzidos a partir de gelatina mostrou
que a reacao entre o glutaraldeido e a gelatina envolveu somente os grupamentos de
lisina das cadeias protéicas (Chatterji, 1989). O grupamento da lisina também pode
sofrer reacdes tipicas de aminos primarios formando produtos, como, amidas (reacao
com acidos carboxilicos, ésteres ou anidridos), uréia (reacdo com isocianetos), imina
(reacdo com aldeido ou cetonas), sais (reagdo com sais) e uretano (lannace e
Nicolais, 1997).

4.8 Hidrogel

Hidrogéis sao estruturas poliméricas sélidas, as quais contém uma fracéo
significativa de agua (regularmente acima de 90%). A estrutura polimérica
tridimiensional no hidrogel é usualmente formada por ligagdo cruzada, ndo somente
por interacdes fisicas, tais como, Van der Waals ou ligacbes de hidrogénio mas
também por ligacdes covalentes formadas por reagentes de ligagao cruzada ou vy-
irradiacao (Kunioka e Choi, 1998).

Os géis poliméricos possuem caracteristicas interessantes, pois tém uma
grande capacidade de absorcdo de agua, porém sao insollveis na mesma. Quando
absorvem agua se intumescem e aumentam consideravelmente o seu volume, porém
mantém a forma e sado elasticos (Peppas, 1985). Estas peculiaridades sao
consequéncias de diferentes fatores, tais como:
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a) A capacidade de absorgcédo de agua se deve a presenca de grupos hidrofilicos, tais
como, os grupos: -OH, -COOH, -CONH, ou -SO3H;

b) A insolubilidade em agua do hidrogel é originada pela existéncia de uma rede

tridimensional em sua estrutura;

c) Sua aparéncia suave e consisténcia elastica é devido ao alto conteldo de agua € a
baixa densidade de entrecruzamentos do polimero.

Inicialmente, os hidrogéis eram preparados polimerizando-se um Unico
mondmero hidrofilico, porém estudos posteriores demonstraram que ao utilizar dois ou
mais mondmeros em diferentes proporcdes permitia variar algumas caracteristicas
destes materiais, o que resultava em poder preparar hidrogéis com melhores

propriedades mecanicas, opticas e de absorcao de agua (Pal et al., 2007).

A maioria dos hidrogéis é feito de poliacrilato, substancia sintética com alta
capacidade de absorcdo de agua. Um grama de poliacrilato absorve em torno de 400
g de agua e acima de 35 g de solucdo salina. Moléculas de poliacrilato possuem
grupos carboxilicos ligados. Estes grupos carboxilicos contém cargas negativas, estas
atraem moléculas de agua que sdo polares. Mais de sete moléculas de agua podem
se ligar a cada grupo carboxilico. O p6 de poliacrilico seco absorve agua, este se
expande e torna-se um gel (Considine, 2002).

Os polimeros que formam hidrogéis sao preferencialmente de ligacdes
cruzadas leves para prestar sua substancial insolubilidade em agua. A ligacao cruzada
pode ser realizada pela irradiacdo por ligagdes covalentes, idbnicas, Van der Waals ou
interacdes de pontes de hidrogénio. O material absorvente desejado é um hidrocoloide

com ligacoes cruzadas leves (Reeves et al., 2002).

Considine (2002) na tentativa de encontrar um hidrogel biodegradavel que
pudesse substituir o poliacrilico em fraldas descartaveis, fez um estudo com producéo
de um hidrogel baseado nas proteinas da soja, obtendo como resultado que este
absorveu 300 g de agua e acima de 22 g de solugdo salina por g de gel. Os
fabricantes de fraldas descartaveis, no entanto, desejam um produto mais absorvente
do que o hidrogel de soja, tal como o poliacrilico que absorve 400 g de agua e 35 g de
solugao salina.
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Muitas desvantagens acompanham o0s hidrogéis sintéticos (néo
biodegradaveis), pois podem ser superados pelo uso de hidrogéis derivados de fontes
naturais de polimeros. Os requerimentos mais criticos para qualquer tipo de hidrogel
produzido a partir de biopolimeros sdo que esses géis devem ter a capacidade de
absorver uma grande quantidade de agua relativa a sua massa e o material deve
resistir a dissolucao (Pal et al., 2007).

De qualquer maneira, os hidrogéis protéicos convencionais induzidos
termicamente nao voltam ao seu volume original depois de terem sido desidratados.
Esta diminuicdo na capacidade de intumescimento é relacionada com o aumento das
ligacdes de hidrogénio, tdo bem quanto as interacdes eletrostaticas e hidrofébicas as
quais ocorrem na desidratacdo da proteina. A perda da capacidade de
entumescimento dos hidrogéis protéicos induzidos termicamente limitam a

aplicabilidade industrial (Hwang e Damodaran, 1996).

Hwang e Damodaran (1997) descreveram um hidrogel protéico o qual é
superabsorvente, reversivel ao intusmecimento, biodegradavel, e capaz de ligar
cations. O hidrogel protéico descrito foi produzido através do tratamento da proteina
com um agente acetilante e um agente de ligagdo cruzada, porém os pesquisadores
ressaltaram que um residual do agente de ligacdo cruzada pode remanescer no gel e

isto faria com que o gel fosse menos desejavel para algumas aplicagdes.

4.8.1 Tipos de hidrogéis

Hidrogéis sdo polimeros hidrofilicos que podem reter uma quantidade
significante de agua enquanto mantém uma distinta estrutura tri-dimensional. Nos
anos 60 foi proposto que os hidrogéis poderiam ser utilizados em biomateriais
(Wichterle e Lim, 1960). Baseado na natureza da forca da ligagdo cruzada, os
hidrogéis podem ser caracterizados como quimicos (covalentes) ou fisicos (Park et al.,
1993). A estrutura e as propriedades das cadeias primarias, assim como a densidade
das ligagbes cruzadas, contribuem para as propriedades globais dos hidrogéis
quimicos. Géis fisicos sdo redes que se fixam pelos arranjos moleculares e/ou
interacdes moleculares secundarias. Estas interagdes podem ser desfeitas pelas
mudangas no ambiente, tais como, temperatura, pH, forca idnica, presenca de solutos
especificos e estresse, consequentemente, a formacao de hidrogéis fisicos pode ser

reversivel. A formacao dos hidrogéis fisicos depende da organizagao espontanea e da



42

associacao especifica de moléculas através de um numero de interacées nao-

covalentes (Rajapopal e Schneider, 2004; Zhang, 2002).

Hidrogéis hibridos sado usualmente definidos como sistemas de hidrogéis
nos quais 0os componentes séo formados por um minimo de duas diferentes classes
de moléculas (por exemplo, polimeros sintéticos e macromoléculas biolégicas)
interconectadas tanto por ligacdes covalentes como ndo covalentes (Vandermeulen e
Klok, 2004; Kopecek et al., 2001). Segundo Xu e Kopecek (2007) a conjugagao de
peptideos e de polimeros sintéticos, pode conduzir a novos materiais com

propriedades superiores aqueles dos componentes individuais.

Polimeros sintéticos tém sido elaborados com ligagcdes cruzadas por
sequéncias de oligopeptideos (West e Hubbell, 1999; Subr et al.,, 1990), com
proteinas, tal como, albumina bovina (Park, 1988), oligodeoxiribonucleotideos
(Nagahara e Matsuda, 1996) e polissacarideos (De Jong et al., 2000).

Polimeros biodegradaveis podem ser consumidos por microrganismos e
sao reduzidos a compostos simples, tais como, diéxido de carbono, agua e ambnia
(Hideki, 1992). De qualquer maneira, hidrogéis baseados em polimeros naturais sao
menos hidrofilicos e provéem baixa forga mecanica, o que é indesejado em polimeros
sintéticos. Os polimeros naturais sdo Unicos, possuem varios grupos funcionais, os
quais através de modificacbes quimicas podem desenvolver as propriedades
desejadas nos hidrogéis baseados em polimeros naturais (Rathna e Gunasekaran,
2004).

Um gel hidrofilico, tal como a poliacrilamida, se contrai durante a
desidratacao dirigida por um processo de entropia até o seu completo colapso ou se
contém particulas rigidas, contrai seu volume até o ponto de percolagao (Eichler et al.,
1998).

Um gel hidrofébico, tal como, a poli-n-isopropiacrilamida (PNIPA), exibe
uma fase de separacdo devido as mudancas de temperatura ou concentracao
(Shibayama e Tanaka, 1993; Schild, 1992). Este processo causa no gel uma
contracao espontanea e colapso enquanto forma as duas fases (Panyukov e Rabin,
1996). Uma das fases da densa matriz € “rica em polimeros” onde as propriedades
mecéanicas aumentam significativamente (Shibayama et al., 1994).
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4.8.2 Formacao dos hidrogéis

A Figura 7 mostra a formagao de hidrogéis quimicos e fisicos. Quando um
gel comega a absorver agua, primeiramente os grupamentos hidrofilicos sé&o
hidratados pelas moléculas de agua que entram na matriz. Apos os grupos polares
serem hidratados, a rede tri-dimensional absorve agua levando a exposicdo dos
grupamentos hidrofébicos, os quais também interagem com as moléculas de agua.
Apo6s os grupamentos polares e hidrofobicos terem interagido com as moléculas de
agua, os hidrogéis retém mais agua adicional, devido as forgas osméticas das cadeias
da rede polimérica. Essa retencao adicional é promovida pelas ligacées covalentes ou
fisicas, 0 que leva a uma forca de retracdo elastica do gel (Pal et al., 2007). Nesse
intumescimento adicional € assumido que a agua preenche espagos entre as cadeias
da rede polimérica.

Hidrdlise, oxidagdo,
sulfuragao

—_— ‘\ Grupos
K Polares
Falimero Ligagdo \L Interagdes
Hidraféhica Cruzada Hidroféhicas
Hidrogel Quimico Hidrogel Fisico

Figura 7 Esquema representativo dos métodos de formagdo dos hidrogeis com
ligacdes cruzadas pela reacdo de reagentes multifuncionais (Adaptado de Pal et al.,
2007).

A difusdo através de polimeros ligados ionicamente é principalmente
influenciada por interagcdes ibnicas entre cadeias poliibnicas do polimero e a
densidade da ligacao cruzada durante a formacéo da rede polimérica. Um aumento na
densidade das ligagdes cruzadas diminui o intumescimento e assim a difusdo pelo
melhoramento da estabilidade da rede (Pal et al., 2007).
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4.8.3 Hidrogéis baseados em biopolimeros

Existe uma explosédo de interesses em hidrogéis derivados de moléculas
biolégicas, desde que seus componentes sejam analogos com aqueles que pertencam
as células. Polissacarideos tém sido muito utilizados em formacdo de hidrogéis,
incluindo agar (Liu et al., 2004), dextrana, quitosana e alginato (Zhang et al., 2005;
Donati et al., 2005; Cascone et al., 2001).

Hidrogéis baseados em proteinas naturais

Tém sido elaborados, hidrogéis, a partir de proteinas naturais, tais como,
colageno e gelatina. Colageno é uma proteina estrutural com uma tripla hélice na sua
estrutura secundaria. Em altas temperaturas ou conteldo de sal, as macromoléculas
do colageno mudam a sua conformacdo para a forma semicristalina e alongam as
triplices hélices para amorfos e compactos espirais, resultando na contragdo dos
hidrogéis de colageno (Oplatka e Yonath, 1968). Estes hidrogéis tém sido estudados
como biomateriais injetaveis ou que liberam proteina (lkada e Tabata, 1998;
Muniruzzaman et al., 1998).

Hidrogéis baseados em polipeptideos sintéticos

A forma dos hidrogéis baseados em proteinas frequentemente reflete na
estrutura biologica das macromoléculas. Hidrogéis baseados em elastina (Urry, 1999)
foram designados e sintetizados com uma sequéncia repetida de pentapeptideos
(VPGVG)(VPGXG), onde X podem ser qualquer um dos 20 aminodacidos. A
desvantagem desses hidrogéis é que se contraem quando a temperatura esta acima
de 25°C. Em baixas temperaturas, as cadeias protéicas continuam estendidas, por
causa da rede de agua pentagonal a volta. Quando a temperatura aumenta, os
pentagonos de agua perdem a sua estrutura permitindo que as cadeias protéicas se
dobrem em estruturas compactas (Xu e Kopecek, 2007).

4.8.4 Aplicacoes dos hidrogéis

Os hidrogéis tém uma grande importancia tecnoldgica e econdémica pelo
amplo campo de aplicagdes, podem ser utilizados em materiais absorventes, lentes de
contato, papel toalha, esponjas cirlrgicas, bandejas de carne, tapetes de banheiros,
fraldas, préteses de tecidos, membranas de hemodialise, suporte para catalisadores,
depdsitos de agua, nutrientes para plantas e cultivos (Shih et al., 2001; Kinney e

Scranton, 1994; Dubrovskii et al., 1990), material para imobilizagao de enzimas (Park e
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Hoffman, 1992), processos de troca ibnica, remediacdo de solos contaminados com
metais pesados (Qin, 1993; Mitani et al., 1992) e suporte biodegradavel para
herbicidas e pesticidas (Weinhold et al., 1993; Schreiber et al., 1993).

As aplicagbes de maior relevancia na atualidade estao na biomedicina e na
producdo de materiais absorventes. Na biomedicina se requer que o material que
compde o hidrogel tenha boa compatibilidade com os tecidos os quais estara em
contato, inalterabilidade frente a processos degenerativos e que possua propriedades
mecanicas adequadas para o uso. A presenca de agua € benéfica para a
biocompatibilidade dos hidrogéis, porém causa uma diminuicdo nas suas propriedades
mecanicas, por isso sao requeridos hidrogéis que possuam grande capacidade de
absorcao, porém que mantenham boas propriedades mecanicas (Pal et al., 2007).
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5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Para melhor compreensao do trabalho, este foi dividido em 5 artigos, a

seguir:

Artigo 1: Hidrolisado protéico de pescado obtido por vias quimica e

enzimatica a partir de corvina (Micropogonias furnieri)

Artigo 2: Solubilizagdo de proteinas e aminoacidos provenientes da
extragdo quimica de residuos de proteinas de pescado utilizando Bacillus cereus,
Bacillus velesensis e Chryseobacterium sp.

Artigo 3: Hidrdlise de residuos de proteinas insollveis por fungos a partir
de corvina (Micropogonias furnieri)

Artigo 4: Analise estrutural e capacidade de absorcdo de agua de um
hidrogel obtido a partir de isolados protéicos de corvina (Micropogonias furnieri)

Artigo 5: Capacidade de absorcao de agua de hidrogel a base de proteinas
de pescado submetido a tratamento com etanol

Os artigos 1 e 3 foram desenvolvidos na Universidade Federal do Rio
Grande, sendo que as cepas dos fungos utilizados no artigo 3 foram gentilmente

cedidos pelo Laboratério de Fermentacées da Universidade de Passo Fundo.

O artigo 2 foi desenvolvido no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada, no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul sob a supervisdo do Professor Adriano Brandelli

Os artigos 4 e 5 foram desenvolvidos na Universidade de Madison —
Wisconsin nos Estados Unidos da América no Departamento de Ciéncia dos Alimentos
sob a supervisao do Professor Srinivasan Damodaran.
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(Publicado na revista Quimica Nova, volume 32, pg. 61-66, 2009, ver Anexo 1)
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HIDROLISADO PROTEICO DE PESCADO OBTIDO POR VIA QUIMICA E

ENZIMATICA A PARTIR DE CORVINA (Micropogonias furnieri)

RESUMO

As proteinas musculares presentes no pescado apresentam alta sensibilidade a
hidrélise e possuem a vantagem de possuirem uma composicdo balanceada em
aminoacidos. A recuperacdo e alteracdo das proteinas do musculo do pescado
presentes em subprodutos e a utilizacdo destas, como ingredientes funcionais em
alimentos é uma alternativa promissora. Uma das vantagens de hidrolisar
enzimaticamente as proteinas do pescado é a modificacdo que estas apresentam com
relagdo as propriedades funcionais e este aspecto tem recebido mais atengéo. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a produgao de hidrolisados protéicos a partir
da corvina (Micropogonias furnier) utilizando métodos quimicos e enzimaticos, através
de propriedades funcionais. Na elaboracdo dos hidrolisados foram analisados dois
métodos quimicos, o acido no qual se trabalhou em pH 2,5 e um alcalino a pH 12.
Também foi realizada hidrélise enzimatica, onde foram utilizadas as enzimas, Alcalase
e Flavourzyme. Os resultados mostraram que a producdo de hidrolisados protéicos
através de ambas as metodologias aplicadas aprimoraram as propriedades funcionais
das proteinas encontradas no filé e no residuo, o que é desejado para aplicacoes
posteriores.

Palavras-chave: Pescado, hidrolisado protéico, propriedades funcionais.
ABSTRACT

The muscular proteins of fish present the advantage of possessing a high sensibility to
the hydrolysis, and balanced composition in amino acids. The recovery and alteration
of the muscle proteins presents in the fish by-products and the use of these, as
functional ingredients in feedstuffs are an exciting and promising alternative. One of the
advantages of enzymatic hydrolysis of fish proteins are the modification that these
present in relation of the functional properties and this aspect has received more
attention. The aim of this work was to evaluate the production of protein hydrolyzed
from Micropogonias furnieri through chemical and enzymatic methods, verifying some
functional properties. For production of the hydrolysates were used two different
methods, a chemical methodology, using pH 2.5 for acid process and pH 12 for the
alkaline process and enzymatic methodology, using the enzymes Alcalase and
Flavourzyme. The results showed that the production of the hydrolyzed improved the
functional properties of the proteins found in the filet and in the waste, what is desirable
for a subsequent application.

Keywords: Fish; protein hydrolyzed; functional properties.
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1 INTRODUCAO

A captura de pescado tem diminuido nos Ultimos anos, devido a pesca
mais seletiva e a estrita regulamentacao, mas ainda existem muitas oportunidades de
reduzir as perdas durante o processamento do pescado (Dumay et al., 2006). De
acordo com a Organizagdo de Agricultura e Alimentos (FAO) sobre estatisticas de
descarte e captura, se estima que anualmente uma média de 7,3 milhdes de toneladas
de pescado sao descartadas (Kelleher, 2005).

As proteinas musculares do pescado apresentam a vantagem de
possuirem elevado valor biolégico, decorrente da sensibilidade a hidrélise e da
composicao balanceada em aminodacidos, particularmente daqueles que costumam ser
os limitantes em proteinas de origem vegetal, como a metionina e a cisteina. Outra
vantagem relacionada com o uso do pescado é o fato de que certas espécies nao
serem apropriadas para a comercializagao, geralmente, por ndo possuirem rendimento
satisfatorio com relagao a filetagem, devido a estrutura corporal e por apresentarem
baixo valor comercial (Barzana e Garibay-Garcia, 1994).

Os hidrolisados podem ser definidos como proteinas que sao clivadas
quimica ou enzimaticamente em peptideos de varios tamanhos (Skanderby, 1994),
produzidos para serem utilizados em ampla variedade de produtos alimenticios,
incluindo substitutos de leite, suplementos protéicos, realcadores de sabor e

estabilizadores em bebidas, dentre outros.

Para realizar a hidrélise, métodos quimicos e biol6gicos sdo amplamente
utilizados; a hidrélise quimica € mais comumente utilizada na pratica industrial, porém
0s processos biolégicos que utilizam adicdo de enzimas sao mais promissores quando
se deseja produtos com alto valor nutritivo e funcionalidade. Existem muitas técnicas
potenciais para a extragao da proteina a partir de tecido animal, incluindo a utilizacao
de agua, solventes organicos, processos convencionais de cozimento, aplicacdo de
altas pressoes, secagem e extragado a quente de éleo (Pigott, 1982).

A produgdo de materiais sollveis que constituem o produto final da
hidrélise depende de diversos fatores, tais como: reagentes quimicos, tipo de enzima,
substrato, pH, temperatura, tempo de incubacdo e concentracdo da enzima (Adler-
Nissen, 1986). Proteases como Alcalase e Flavourzyme, produzidas pela Novozymes,

tém sido reportadas como eficientes para hidrolisar proteinas de pescado. Em geral, a
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hidrélise € um processo eficiente para a solubilizagdo das proteinas do pescado.
(Dumay et al., 2006; Normah et al., 2005; Kristinsson e Rasco, 2000;).

Este trabalho teve por objetivo estudar a producdo de hidrolisados
protéicos a partir da corvina (Micropogonias furnieri) através de métodos quimicos e

enzimaticos, verificando as propriedades funcionais resultantes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

As matérias-primas utilizadas foram filé e residuo do processamento de corvina
(Micropogonias furnieri), coletadas nas industrias processadoras de pescado da
cidade de Rio Grande, localizada no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras
foram transportadas rapidamente em recipientes com gelo (proporcdo de 1:1,
pescado:gelo) para o Laboratério de Tecnologia de Alimentos da FURG (Universidade
Federal do Rio Grande), onde foram obtidos os hidrolisados protéicos. Inicialmente, o
pescado foi lavado e filetado, separados nas porcoes o filé e o residuo, que foram
lavados com agua clorada 5 ppm. O filé foi triturado em cutter e o residuo em moedor
com parafuso sem fim, sendo ambos congelados a -18°C e reservados até sua
utilizagéo.

2.2 Enzimas

Foram utilizadas duas enzimas, Alcalase 2,4 L, endopeptidase bacteriana
produzida a partir do Bacillus lichenformis, e Flavourzyme, complexo de
protease/peptidase produzido por fermentacdo submersa de uma linhagem
selecionada do fungo Aspergillus oryzae, nao modificado geneticamente, e utilizadas
para hidrélise de proteinas sob condigdes neutras ou levemente acidas. As condicdes
otimas reportadas para Flavourzyme 500 L sdo pH entre 5,0 e 7,0 com temperatura
6tima em torno de 50°C. A Flavourzyme tem atividade de 500 LAPU g'. Uma LAPU é
referente a unidade de leucina aminopeptidase, que é a quantidade de enzima que
hidrolisa um pmol de leucina-p-nitroanilida por minuto. As enzimas utilizadas foram
produzidas pela empresa Novozymes, de Araucdria, Estado do Parana. A atividade
enzimatica de cada uma das enzimas foi determinada pelo método descrito por
Rebeca et al. (1991).
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2.3 Caracterizacao da Matéria-prima e dos Hidrolisados

As matérias-primas e os hidrolisados foram caracterizados pelas analises de
proteina, lipidios, umidade e cinzas. O pH foi medido em potenciémetro digital da
marca Analion PM 608. Proteina, lipidios, umidade e cinzas foram determinados de
acordo com a metodologia recomendada pela AOAC (1995).

2.4 Processos de Obtencao do Hidrolisado Protéico

Para obtencdo dos hidrolisados protéicos foram utilizados dois tipos de
processo: quimico e enzimatico e dois substratos, o filé e o residuo.

A extracdo quimica para a obtengéo do hidrolisado protéico, constituiu em
solubilizacdo &acida e alcalina, sendo as proteinas homogeneizadas com &agua
destilada na proporgao de 1:5. A hidroélise foi realizada em reator de vidro encamisado,
acoplado a um banho termostatizado e agitador. Como agente alcalinizante foi
utilizado o NaOH 1M e como agente acidificante, HCI 1N. A etapa alcalina foi mantida
por 20 min a 20°C e pH 12 e a acida foi de 20 min a 30°C e pH 2,5. Apés a extracao, o
hidrolisado foi centrifugado a 7500 x g por 15 min. Apds a centrifugagcédo, a amostra
ficou separada em trés fases, sendo que a fase superior (lipidios neutros) e a fase
inferior (fracdo insoluvel) foram descartadas, e a fase intermediaria (proteinas
soluveis) foi submetida a precipitagao acida ou alcalina até atingir o ponto isoelétrico
das proteinas (pH = 5,0), onde foi utilizado como agente acidificante o HCI 1N e como
alcalinizante o NaOH 1M, com tempo de exposicao de 20 min a 30°C sob agitacao.
Apds, foi realizada nova centrifugacdo a 7500 x g por 15 min. O precipitado constituiu
o isolado protéico, armazenado e reservado a -18°C até ser liofilizado (Santos, 2006).

As condigbes de hidrdlise enzimatica utilizadas foram as recomendadas
por Santos (2006). A hidrolise foi realizada em reator de vidro encamisado, sendo que
para Alcalase os parametros utilizados foram: concentragéo 0,5% de enzima substrato’
', 60°C, pH 8,0 por 60 min; e para a Flavourzyme foram: concentracéo 2% de enzima
substrato™, 50°C, pH 7,0 por 120 min. Apds a hidrélise, a amostra foi centrifugada a
7500 x g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi considerado

como hidrolisado protéico, reservado a -18°C até liofilizagao.
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2.5 Grau de Hidrolise

Atendendo as especificagcbes dos fabricantes, o grau de hidrélise foi
medido nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 min na hidrélise com Alcalase e nos tempos 0,
30, 60, 90 e 120 min na hidrélise com a Flavourzyme. O grau de hidrélise foi calculado
segundo a quantidade de proteina sollvel, conforme método descrito por Pezoa e
Mellado (1979), que consistiu em retirar 1 mL do hidrolisado e diluir em 9 mL de TCA
6,25%, agitar e deixar em repouso por 15 min, entdo a amostrada foi filtrada e
realizada uma diluicdo de 1:9 com agua destilada. Foi retirado 1 mL desta solucao

para a determinacao de proteina pelo método de Lowry et al. (1959).
2.6 Propriedades Funcionais
2.6.1 Capacidade de retencao de agua

A determinacdo da capacidade de retengdo de agua foi realizada segundo
Regenstein et al. (1984) com modificagbes, consistindo em utilizar uma solugcao
protéica 1% para cada um dos pHs testados (3, 5, 7, 9 e 11), agitar e centrifugar a
3000 x g por 25 min, e determinar proteina pelo método de Lowry et al. (1951) no
sobrenadante para que fosse possivel descontar a quantidade de proteina
solubilizada. O célculo foi realizado dividindo a quantidade de liquido retido pela
quantidade de proteina presente na amostra. A proteina presente na amostra foi
determinada segundo metodologia da AOAC (1995).

2.6.2 Capacidade de retencao de éleo

A capacidade de retencdo de 6leo foi determinada segundo método
descrito por Fonkwe e Singh (1996), onde 0,5 g de proteina foi homogeneizada por 10
min com 10 mL de 6leo de soja e a seguir a mistura foi centrifugada a 9000 x g por 15
min. A capacidade foi estimada pela relacdo da quantidade de d6leo retido pela
quantidade de proteina existente na amostra.

2.6.3 Solubilidade

A solubilidade foi determinada segundo Morr et al. (1985), com
modificagdes, sendo utilizado 0,5 g de proteina adicionado de 2 mL de NaCl 0,1 M e
38 mL do tampao correspondente (pH 3, 5, 7, 9 e 11). Posteriormente, o material foi
agitado, o volume completado a 50 mL e centrifugado a 9000 x g por 35 min. As
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amostras foram filiradas e a quantidade de proteina solubilizada foi determinada pelo
método de Lowry et al. (1951). O calculo da solubilidade foi realizado a partir da
Equacao 1.

A*50

%Solubilidade = ————— (1)
W *S/100

Onde, A é a concentracdo de proteina em mg mL™; W é o peso da amostra em mg; S
€ a quantidade de proteina na amostra original em porcentagem.

2.7 Liofilizacao

As matérias-primas e os hidrolisados foram liofilizados em equipamento da
marca Edwards com capacidade para 1,5 L, sendo as amostras mantidas a

temperatura de -70°C por 15 h, antes de serem liofilizadas por 24 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos problemas, usualmente encontrado na hidrélise protéica com
visceras de pescado, é a falta de repetibilidade, causada principalmente pela presenca
de proteases endogenas, que interferem no processo de hidrolise, pois ja desnaturam

e hidrolisam previamente as proteinas.

3.1 Composicao Centesimal

O residuo liofilizado apresentou 64,3% de proteinas, 21,1% de lipidios e
8,1% de cinzas. Nos isolados, obtidos por extracdo quimica acida e alcalina foi
observado aumento na quantidade de proteina, sendo estas de 86,9 e 72,3%,
respectivamente. Nos hidrolisados enzimaticos foram obtidos valores menores, 50,1%
para o hidrolisado com Flavourzyme e 47,1% para o hidrolisado com Alcalase. Esses
valores baixos estdo relacionados com a alta quantidade de lipidios encontrados
nesses hidrolisados (30,4 e 23,4%, respectivamente), enquanto que nos processos
acido e alcalino os valores de lipidios encontrados foram de 3,5 e 6,6%,
respectivamente. Essa diferenca é esperada quando se compara o método quimico e
0 enzimatico, pois na extragdo quimica a maioria dos lipidios foi extraida juntamente

com a fracdo das proteinas insollveis pela centrifugacdo, porém no método
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enzimatico hd uma precipitacdo simultdnea das proteinas insollUveis e sollveis, devido

a temperatura que foi realizada a hidrélise, vindo a interferir nessa separagéo.

Diminuindo o conteldo de lipidios no hidrolisado protéico pode-se
contribuir significantemente para a estabilidade da oxidacdo lipidica. Isto pode
aumentar a estabilidade do produto (Synowiecki e Al-Khateeb, 2000; Diniz e Martin,
1997; Shahidi et al., 1995). O contelddo de cinzas nos isolados acido e alcalino foi
menor que 1%, enquanto que nos hidrolisados enzimaticos esses valores foram de
13% para a Flavourzyme e 16,9% para a Alcalase. Marquez et al. (2004) atribuiram a
elevada concentracdo de cinzas verificada nos hidrolisados de maria-luiza
(Paralonchurus brasiliensis) e perna-de-moca (Cynoscion sp) de 10,7 a 18,7% a
formacdo de NaCl em razdo do ajuste do pH durante a hidrélise enzimatica das
proteinas. Elevados teores de minerais também foram encontrados por Liceaga-
Gesualdo e Li-chan (1999) em hidrolisados protéicos de arenque (21,7%) e por Diniz e
Martin (1997) em estudo realizado com cacao (14%).

O filé liofilizado apresentou 75,5% de proteina, 7,1% de lipidios e 3,9% de
cinzas. Os valores de proteinas encontrados para os hidrolisados liofilizados foram
78,0% para a extracdo acida, 88,3% para o processo alcalino, 81,4% para a hidrélise
com a Flavourzyme e 70,5% para a Alcalase. O contelido de proteina do hidrolisado
foi similar ao reportado em outras pesquisas ficando entre 70 e 90% (Kristinsson e
Rasco, 2000; Imm e Lee, 1999; Benjakul e Morrisey, 1997).

O conteldo de cinzas ficou abaixo de 1% para os isolados quimicos, e
7,8% para o ensaio com a Flavourzyme e 13,6% para a Alcalase. Esse aumento no
conteldo de cinzas ja era esperado, pois durante a hidrélise enzimatica ocorre a
formacdo de sais devido a adicdo de bases. Liceaga-Gesualdo e Li-chan (1999)
observaram que o contelddo de cinzas no hidrolisado de salmao realizado com
Alcalase foi 21% maior do que no material inicial. Isto foi consequéncia da adicao de
alcali requerido para o controle do pH durante a hidrélise.

O contelido de lipidios encontrado foi de 3,1% para o processo acido, 4,4%
para o alcalino, 9,1% para a hidrélise com a Flavourzyme e 13,7% com Alcalase.
Utilizando a mistura de enzimas endo- e exopeptidase Flavourzyme™ para a produgéo
de um hidrolisado protéico de pescado a partir de um concentrado sollvel de pescado,
Nilsang et al. (2005) obtiveram um hidrolisado com 66,4% de proteina, 2,4% de lipidios
e 25,9% de cinzas.
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3.2 Grau de Hidrodlise

Na Figura 1 esta representado o grau de hidrélise dos ensaios realizados
com as enzimas Flavourzyme e Alcalase, nos substratos utilizados. Foi observado que
a enzima Flavourzyme, embora com o dobro do tempo de hidrolise da Alcalase,
alcangou um grau de hidrélise maximo em torno de 18%, independentemente do
substrato utilizado. Este resultado era esperado, pois a Flavourzyme é uma exo-
enzima. A Alcalase obteve um grau de hidrolise de 56% para o filé e 37% para o
residuo, apdés 60 min de hidrolise. Essa diferenca entre o filé e o residuo
provavelmente foi devida as diferentes fracdes protéicas encontradas nos substratos.
A Alcalase é uma endo-enzima, conseguindo, portanto, uma hidrélise mais efetiva em

tempo menor, quando comparada com a Flavourzyme.
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Figura 1 Grau de hidrélise enzimatica do filé e do residuo da corvina. m Residuo e

Flavourzyme; o Filé e Flavourzyme; A Residuo e Alcalase; VY Filé e Alcalase
3.3 Capacidade de Retencdo de Agua

Os resultados obtidos para a capacidade de retencdo de agua do filé in
natura e dos hidrolisados nos diferentes pHs estudados estdo apresentados na Figura
2.
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Figura 2 Capacidade de retengado de agua do filé e dos hidrolisados em diversos pHs.
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Alcalase

Todos os ensaios apresentaram o minimo de capacidade de retencao de
agua a pH 5,0, que é proximo do ponto isoelétrico dessas proteinas. Os hidrolisados
enzimaticos obtiveram menor capacidade de retencado de agua, quando comparados
com os hidrolisados quimicos; provavelmente isso ocorreu devido a grande quantidade
de peptideos de baixo peso molecular gerados durante a hidrélise, que acabou
prejudicando a absorgcdo de agua. Segundo Kristinsson (1998), a hidrélise com
Alcalase produziu mais peptideos com baixo peso molecular do que com outras

enzimas.

Os menores resultados de capacidade de retencdo de agua foram
encontrados no ensaio utilizando a Alcalase, o que esta de acordo com Diniz e Martin
(1997) que estudaram a hidrélise protéica utilizando tubardo como substrato, e
observaram que o controle, representando o substrato protéico original de tubarao,
obteve valores significativamente maiores de capacidade de retencao de agua do que
as outras amostras (hidrolisado por Alcalase e por autdlise), atribuindo os efeitos as
cadeias laterais hidrofilicas da proteina original. A extragdo quimica conseguiu
aumentar a capacidade de retencdo de agua em praticamente todos os pHs, a
extragéo acida, no pH 11,0 aumentou de 14,56 mL gy, no filé in natura para 39,47
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mL gprot. . NO processo alcalino foi obtido um acréscimo de 84% na CRA em pH 11,0,
que foi o pH onde se alcancou a maior capacidade de retencéo de agua; os pHs 5,0 e
7,0, foram os que obtiveram as menores CRAs para todos 0s ensaios.

Na Figura 3 estado apresentados os resultados de capacidade de retencéo
de agua obtidos para os ensaios realizados com residuo da corvina (Micropogonias

furnieiri).
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Figura 3 Capacidade de retencédo de agua do residuo e dos hidrolisados em diversos
pHs. m Residuo e Extracdo Acida A Extracdo Alcalina ¥ Hidrélise Flavourzyme ¢

Hidrélise Alcalase

Os ensaios com residuo também apresentaram a minima capacidade de
retencao de agua no pH 5,0, devido a precipitacdo das proteinas pela aproximacao ao
ponto isoelétrico. O residuo original apresentou uma CRA muito baixa em todos os
pHs, sendo o valor maximo de 7,37 mL gy« no pH 7,0. Os hidrolisados enzimaticos
apresentaram valores menores que os hidrolisados quimicos, porém o hidrolisado
enzimatico com a Alcalase apresentou 9,92 mL g, "', €nquanto que o hidrolisado com
a Flavourzyme apresentou CRA de 25,20 mL gy ' no pH 11,0. Dado consistente com
o relatado por Diniz e Martin (1997), que encontraram menores resultados de
capacidade de retencdo de agua no ensaio que utilizou Alcalase no hidrolisado
protéico a partir de residuo de tubardo. O processo quimico alcancou valores maximos
no pH 11,0 de 34,89 mL g, ' para a extragéo acida e de 31,23 mL g, ' para o
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processo alcalino. O pH afeta a magnitude da carga da rede sobre as moléculas
protéicas, a qual, em troca, altera as interacbes atrativas e repulsivas. As proteinas
sao capazes de ligar grande quantidade de agua por causa da habilidade de formar
ponte de hidrogénio entre moléculas de agua e grupos polares de polipeptideos
(Slizyte et al., 2005).

Nao foi observada uma relacao entre o grau de hidrélise e a capacidade de
retencao de agua para ambos os substratos e enzimas utilizadas.

3.4 Capacidade de Retencdo de Oleo

Os resultados da capacidade de retencéo de 6leo para o residuo, filé e os
hidrolisados sdo mostrados na Figura 4. Todos os hidrolisados obtiveram valores
superiores ao encontrado para o filé e o residuo in natura. Os maiores valores foram
obtidos para os hidrolisados quimicos, o processo acido resultou em um aumento de
102% e o alcalino, de 67%, em relacdo ao filé original. Os processos enzimaticos
obtiveram valores préximos, aumentando a absor¢ao de éleo em torno de 20%.

V777 Residuo

%

Residuo/Filé Acido Alcalino Flavourzyme Alcalase

Figura 4 Capacidade de retengéo de 6leo no filé, residuos e nos hidrolisados protéicos

de corvina
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O residuo original apresentou absor¢éo de 6leo de 2,77 mL gy, ', todos o0s
hidrolisados alcangaram valor superior ao do residuo in natura. Os resultados dos
hidrolisados foram préximos, sendo que o maximo alcancado foi com uso da Alcalase
(5,78 mL gprot_'1). Os resultados obtidos foram relativamente maiores que os
encontrados na literatura. Estudo realizado por Slizyte et al. (2005) com hidrélise
realizada com residuos de bacalhau mostrou que a habilidade das misturas de
absorverem 6leo foi constante, em torno de 2,3 geeo Jprot | Para todas as amostras. A
quantidade de lipidios presente nas amostras aparentemente nao interferiu na
absorcao de 6leo, pois os hidrolisados apresentaram resultados diferentes de lipidios e
a capacidade de retencéo de 6leo foi praticamente a mesma para todos os ensaios,
com excegao do residuo original. Porém alguns pesquisadores encontraram relagéo
entre a quantidade de lipidios e a absorcdo de 6leo; os hidrolisados enzimaticos de
residuos de bacalhau (com Flavourzyme e Neutrase) contendo a maior quantidade de
lipidios apresentaram maior absor¢cdo de 6leo, enquanto que a mistura original
apresentava tendéncia oposta (Slizyte et al., 2005).

O grau de hidrélise nao influenciou na absor¢cdo de 6leo, mesmo a
Alcalase tendo apresentado praticamente o dobro do grau de hidrélise da Flavourzyme
para o residuo, e trés vezes mais para o filé; os resultados foram muito préximos e
independentes do substrato utilizado. Em estudo realizado por Gbogouri et al. (2004)
com cabecas de salmao, foi demonstrado que o hidrolisado com grau de hidrélise de
11,5% apresentou maior capacidade de retencdo de 6leo que os hidrolisados com
maior grau de hidrélise e que o caseinato de sodio. A proteina de salmao nao-
hidrolisada obteve uma capacidade de retencédo de 6leo significativamente maior do

que o hidrolisado.
3.5 Solubilidade

Os resultados de solubilidade para o filé in natura e os hidrolisados sao
apresentados na Figura 5. A solubilidade foi minima em pH 5,0 para todos 0s ensaios,
pois proximo ao ponto isoelétrico a carga da rede da proteina € minimizada e
consequentemente se formam mais interagdes proteina-proteina e menos interagoes
proteina-agua (Chobert et al., 1988; Adler-Nissen, 1976).

A maior solubilidade foi alcancada em pH extremos, no pH 11,0 as

solubilidades foram maximas, concordando com Kristinsson e Rasco (2000) o pH é
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muito importante no efeito que exerce sobre a solubilidade, alterando o arranjo de
cargas das cadeias laterias de aminoacidos.

Os extratos, acido e alcalino, apresentaram os maiores resultados (74,8 e
84,1%, respectivamente). A hidrélise enzimatica alcancou valores de 29,8% para a
Flavourzyme e 44,4% para a Alcalase; como a Alcalase apresentou grau de hidrélise
maior, era esperado que obtivesse uma solubilidade maior que a Flavourzyme. O filé
nao hidrolisado foi o que apresentou a menor solubilidade (13,3%) em pH 11,0. O
aumento da solubilidade decorre da hidrofilicidade dos peptidios formados durante a
hidrélise protéica. Segundo Gbogouri et al. (2004) o balanco das forcas hidrofilicas e
hidrofébicas dos peptideos é um fator importante no aumento da solubilidade, além do
seu tamanho. Espera-se que peptideos menores gerados a partir das proteinas
miofibrilares apresentem mais residuos polares, com a habilidade de formar pontes de
hidrogénio com a agua, o que aumenta a solubilidade. Kristinsson e Rasco (2000) e
Linder et al. (1996) trabalharam com hidrolisados de filé de salmao; estes foram mais
sollveis do que a proteina nativa e indicaram solubilidades superiores a 75%.
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Figura 5 Solubilidade apresentada pelo filé e hidrolisados de corvina. m Filé e Extracédo
Acida A Extragdo Alcalina ¥ Hidrélise Flavourzyme ¢ Hidrdlise Alcalase

Os resultados de solubilidade encontrados para o residuo e hidrolisados
sao apresentados na Figura 6. A menor solubilidade para todos os ensaios foi em pH
5,0, assim como aconteceu para os hidrolisados de filé. A solubilidade maxima
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encontrada também foi em pH 11,0 para todas as amostras. Os hidrolisados quimicos
apresentaram maiores valores de solubilidade (89% para o isolado acido e 86,6% para
o isolado alcalino). O residuo original alcancou um valor maximo de 9,5% e os
hidrolisados enzimaticos apresentaram 45,9% para a Flavourzyme e 57% para a
Alcalase. Batista (1999) estudou a solubilidade da proteina dos hidrolisados de
residuo de pescado por extragao alcalina e observou que a solubilidade aumentou
tanto no lado acido quanto alcalino, sendo que o aumento da solubilidade fosse mais
pronunciado no lado alcalino.

O aumento na solubilidade dos hidrolisados € devido ao menor tamanho
molecular comparado com a proteina intacta, e também a exposi¢cdo de novos grupos
aminos e carboxilas ionizaveis dos aminoacidos, que aumentam a hidrofilicidade do
hidrolisado. Tal comportamento é explicado pelo fato de que sao produzidos
polipeptideos menores e mais hidrofilicos durante a hidrélise; por isso, ndo ha
formacao de agregados longos, a ndo ser no ponto isoelétrico (Cheftel et al., 1985).

©
o
(-

=

A
[ ]
JRE—
° *
¢> -—
A
M A
— /

//
=
—_— 5 =

Solubilidade (%)
B (&) [} ~ [0}
.. 2.2. 2.

W
o
1

A

= N
o o
[

o

4 6 8 10 12

o
N

Figura 6 Solubilidade apresentada pelo residuo e hidrolisados de corvina. m Residuo e

Extracdo Acida A Extracdo Alcalina ¥ Hidrélise Flavourzyme ¢ Hidrélise Alcalase

Os resultados das propriedades funcionais dos hidrolisados estudados
mostraram que os mesmos poderiam ser utilizados para diversas aplicagbes na

industria de alimentos. A extracdo quimica apresentou resultados mais expressivos
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quando comparada com a hidrélise enzimatica; além disso, os processos quimicos sao

de facil execucéao e de custo operacional menor.

As aplicagbes do hidrolisado podem ser aumentadas pela melhor
descricdo de todas as fragbes apds a hidrélise, percebendo aplicacdes também para a
fracdo insoluvel. Poucos trabalhos tém sido realizados sobre a avaliacdo da parte
insolavel apds a hidrélise. O valor do processo de hidrolise poderia ser aumentado
significantemente pela continuacéo da hidrélise e/ou encontrando uso e aplicagcao para
as fragbes nao hidrolisadas.

4 CONCLUSAO

Os substratos utilizados se mostraram adequados para a producdo dos
hidrolisados, porém os resultados indicaram que seria mais vantajoso utilizar o residuo
do que o filé, pois o residuo quando submetido aos processos de extracdo quimicos
alcancou 86,9% (acido) e 72,3% (alcalino) de proteina. Os hidrolisados provenientes
do residuo de corvina apresentaram resultados satisfatérios em todas as propriedades
funcionais avaliadas; que demonstram que o residuo de pescado, que geralmente é
utilizado para produzir farinha ou racao animal, poderia ser utilizado para a elaboracao
de um produto com maior valor agregado.

Os métodos quimicos se mostraram mais vantajosos, pois além de
apresentarem resultados de composicdo centesimal e propriedades funcionais

relevantes, sdo métodos simples de se aplicar.
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5.2 SOLUBILIZACAO DE PROTEINAS E AMINOACIDOS PROVENIENTES DA
EXTRACAO QUIMICA DE RESIDUOS DE PROTEINAS DE PESCADO UTILIZANDO
Bacillus cereus, Bacillus velesensis E Chryseobacterium sp.

(Publicado On Line na revista Food and Bioprocess Technology, DOI:
10.1007/s11947-008-0168-5, ver Anexo 2)
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SOLUBILIZAGAO DE PROTEINAS E AMINOACIDOS PROVENIENTES DA
EXTRACAO QUIMICA DE RESIDUOS DE PROTEINAS DE PESCADO UTILIZANDO
Bacillus cereus, Bacillus velesensis E Chryseobacterium sp.

RESUMO

O reconhecimento dos limites dos recursos naturais e 0 aumento da poluicdo do meio
ambiente tém enfatizado a necessidade de uma melhor utilizacdo das espécies de
baixo valor comercial, e também dos residuos gerados pelas indUstrias processadoras
de pescado, por serem estes, ricos em proteinas e lipidios. Os processos de hidrélise
protéica, quimica ou enzimatica geram como subprodutos, proteinas insollveis
provenientes de espinhacos, escamas, pele e o0ssos que pela dificuldade de
degradacdo, ndo sao recuperados e terminam sendo utilizados para fabricagdo de
ragbes animais ou descartados no meio ambiente. Como alternativa, as proteinas
insolUveis poderiam ser convertidas em biomassa Util, tais como, concentrados
protéicos ou aminoacidos, utilizando proteases produzidas por microrganismos. Este
trabalho objetivou avaliar a solubilizagdo de proteinas insollveis, descartadas durante
o processo de mudanga de pH em residuos de corvina (Micropogonias furnieri),
mediante o uso de proteases produzidas por bactérias. As condicbes de pH e
temperatura dos cultivos foram ajustadas para cada microrganismo e o tempo foi de
96 h. Foram avaliados dois substratos (acido e alcalino), trés cepas de microrganismos
e a concentracdo de substrato utilizada. Das trés bactérias, a Bacillus velesensis
atingiu a maior atividade proteolitica (47,56 U mL™"), seguido da Chrysobacterium sp.
com 23,46 U mL", e Bacillus cereus (3,13 U mL™") que apresentou baixa atividade
proteolitica. Os resultados mostraram que foi possivel solubilizar proteinas e
aminoacidos utilizando as trés bactérias e que estas poderdo ser utilizadas
principalmente para aumentar o rendimento dos processos de hidrélise ou em
formulagbes de alimentos.

Palavras-chave: Pescado, proteinas insollveis, proteases bacterianas, solubilizagao.
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ABSTRACT

The exploitation of natural resources and increased environmental pollution have
stressed the need for more valued use of residues generated by the fish processing
plants, and species with low commercial value. Protein hydrolysis processes — whether
chemical or enzymatic — generate insoluble proteins from bones, scales and skin,
which are not recovered and are often used as animal feed or disposed off into the
environment. As an alternative, insoluble proteins could be converted in useful biomass
protein concentrates or amino acids, by using microbial proteases. This work examines
the solubilization of insoluble proteins discarded in the process of pH change in fish
residues from Whitemouth croaker (Micropogonias furnieri), through the use of
bacterial proteases. Temperature and pH conditions in the fermentations were adjusted
for each microorganism, and time was set at 96 h. Two substrates (acid and alkaline),
three microorganism strains, and the substrate concentration used were examined.
Among the three strains, Bacillus velesensis reached the higher proteolytic activity
(47.56 U mL™), followed by Chryseobacterium sp. with 23.46 U mL". Bacillus cereus
(3.13 U mL") showed low proteolytic activity. B. velesensis was the bacterium that
presented better results with the analyzed substrates, achieving larger amount of
soluble protein and free amino acids. The findings showed that these bacteria could be
used to solubilize proteins from fish byproducts, which may be particularly useful to
increase the yield of hydrolysis process or food formulations.

Key words: Bacterial proteases; fish; insoluble proteins; solubilization
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de um processo de mudanca de pH para recuperacdo da
proteina do musculo do pescado apresenta grande potencial para aumentar o
rendimento e adicionar valor a produtos de origem marinha (Kristinsson e Liang, 2006;
Costa et al., 2005; Perez-Mateos et al., 2004; Gildberg et al., 2002). A partir deste
processo, a elaboracdo de isolados protéicos altamente funcionais e estaveis
derivados de subprodutos da industrializacdo do pescado, tém recebido especial
atencao. Porém, deste processo resulta uma quantidade consideravel de proteinas
insolUveis, provenientes de 0ssos, peles, tecidos conectivos, membranas celulares e
escamas, que poderiam ser solubilizadas através de proteases especificas e os
aminoacidos resultantes utilizados para diversos fins (Kristinsson e Liang, 2006).

A produgdo dos isolados protéicos poderia ter seu valor aumentado se
todas as fracbes apos a solubilizacdo das proteinas musculares fossem utilizadas,
percebendo assim aplicacdes também para a fracdo nao-sollivel (Kristinsson e
Ingadottir, 2006). Poucos trabalhos tém sido realizados sobre a avaliacdo da parte
nao-soltvel. O valor do processo poderia aumentar significantemente pela continuacao
do processo, ou encontrando uso e aplicacdo para as fracdes nao solubilizadas
(Slizyte et al., 2005).

As proteinas fibrosas, disponiveis abundantemente como subprodutos do
processamento agroindustrial (chifres, cascos, penas, unhas, escamas, espinhos e
cabelos), podem ser convertidas em biomassa utilizavel, tais como concentrados
protéicos e aminodacidos, utilizando enzimas microbianas (Hulse, 2004; Anwar e
Saleemuddin, 1998).

A quebra de macromoléculas insollveis, tais como, colageno, elastina e
queratina, depende da secrecdo microbiana de enzimas extracelulares que possuem
atividades sobre a superficie compacta dessas moléculas (Brandelli, 2008; Riffel et al.,
2007; Aspmo et al., 2005).

A queratina é uma proteina estrutural encontrada em penas, escamas, las,
cabelos e estd distribuida abundantemente na natureza como residuo. Esta é
resistente a degradacdo pelas proteases comuns, tais como tripsina, pepsina e
papaina (Shih, 1993; Papadopoulos et al., 1986). Esta propriedade é conferida

principalmente a composigao e conformagao molecular dos aminoacidos encontrados
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na queratina, que estdo empacotados na a- hélice ou B-lamina dentro de uma cadeia
polipeptidica supercoloidal devido ao alto grau de pontes dissulfidicas, ligagdes de
hidrogénio e interagbes hidrofébicas (Parry e North, 1998). A queratina é o maior
componente da epiderme e seus apéndices, cabelos, penas, unhas, chifres, cascos,
escamas e |a (Brandelli, 2008; Gupta e Ramnani, 2006). Além do mais, a queratina
nao se acumula na natureza desde que possa ser degradada por microrganismos
(Onifade et al., 1998). A atividade queratinolitica é conhecida entre Bacillus spp.
Muitas linhagens de B. licheniformis e B. subtilis sdo descritas como queratinoliticas
(Suh e Lee, 2001; Lin et al., 1999), e outras espécies, tais como B. pumilus e B. cereus
também produzem queratinases (Werlang e Brandelli, 2005; Kim et al., 2001).

O colageno é o principal constituinte organico dos ossos e também o
principal componente da matriz extracelular, um biomaterial que garante a integridade
estrutural de animais multicelulares pela formacado de um suporte para as células ou
orgaos. A estrutura molecular do coladgeno é conhecida pela composicao de
aminoacidos caracteristicas compostas de numerosas unidades repetidas de
tripeptideos de tipo Gli-Pro-X, onde X é regularmente a prolina sendo modificada
posteriormente para hidroxiprolina (Watanabe, 2004; Luiten et al., 2003; Vieille e
Zeikus, 2001; Miller, 1984).

A linhagem de Chryseobacterium tem sido isolada a partir de varios
ecossistemas, tais como, agua, solo, pescados, ambientes marinhos e amostras
clinicas. Muitas linhagens de Chryseobacterium possuem alta atividade proteolitica
(Yamaguchi e Yokoe, 2000; Jooste e Britz, 1986).

Considerando o potencial biotecnolégico desses microrganismos e o fato
de que os mecanismos de degradagao do colageno e da queratina ainda nao estarem
completamente esclarecidos, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
de degradacdo que apresentam Bacillus cereus, Bacillus velesensis e
Chryseobacterium sp. sobre as proteinas insolUveis, subprodutos provenientes da

elaboracéo de isolados protéicos de corvina (Micropogonias furnier).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

Foi utilizada a espécie corvina (Micropogonias furnieri), proveniente de
empresas processadoras de pescado da cidade do Rio Grande, localizada no estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. O pescado foi transportado em recipientes com gelo até
o Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), onde foi realizado o processamento. Assim, o pescado foi imediatamente
lavado com agua clorada 5 ppm, descabecado, eviscerado e filetado. Os residuos, tais
como, visceras, cabecas, peles, cartilagens e escamas, foram acondicionados em
embalagens plasticas de polietileno e armazenados sob congelamento a -18°C até a
utilizagéo.

2.2 Obtencao do Substrato

Foram utilizados dois tipos de substrato, resultantes do processo de
isolamento de proteinas por mudanca de pH, realizado com residuos do
processamento de corvina (Micropogonias furnieri) no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande, Brasil. Inicialmente, foram
realizados dois processos de solubilizacdo quimica (acida e alcalina) para a obtencao
dos isolados protéicos. As amostras foram homogeneizadas com agua destilada
(proporgéo 5:1, agua:substrato). As reagdes foram realizadas em reator encamisado,
com agitacao e temperatura controlada. Como agente alcalinizante foi utilizado NaOH
1M e como agente acidificante HCI 1N. A solubilizagao acida foi realizada em pH 2,5
por 20 min a 30°C e a solubilizacao alcalina em pH 12 por 20 min a 20°C (Santos et
al., 2009). Apéds a solubilizacdo, o substrato foi centrifugado a 9000 x g por 15 min.
Nesta centrifugacdo a amostra ficou separada em trés fases, na superior ficaram os
lipidios neutros, que foram descartados; na intermediaria estavam as proteinas
soluveis que foram submetidas a precipitagdo isoelétrica na inferior ficaram as
proteinas insoluveis que foram reservadas para este processo. O substrato foi
desidratado em secador de bandejas por 13 h a 50°C, e depois triturado em moinho de

facas, para padronizar o tamanho das particulas das amostras em 1mm.
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2.3 Microrganismos

As bactérias utilizadas foram Chryseobacterium sp. kr6 (Riffel et al., 2003),
Bacillus cereus kr16 (Werlang e Brandelli, 2005) e Bacillus velesensis P11 (Giongo et
al.,, 2007) isoladas no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil. Estes microrganismos foram
escolhidos por possuirem atividade queratinolitica. Os microrganismos foram mantidos
em agar-agar 2% e agar farinha de penas 1% a temperatura de 4°C.

2.4 Cultivo Microbiano

Os dois tipos de substrato, utilizando trés microrganismos, em
concentracbes diferentes foram submetidos a um cultivo nas condi¢gdes descritas no
planejamento experimental. O volume total do meio foi de 100 mL. Além do
microrganismo e do substrato acido ou alcalino, também foi adicionado um meio
mineral minimo com a seguinte composi¢do em (g L"), NaCl (0,5), CaCl,.2H,0O (0,015)
e KH,PO, (0,4). O pH do meio foi ajustado em 8,0 para a bactéria kr6 e em 7,0 para as
outras duas bactérias (kr16 e P11). O agente alcalinizante utilizado para o ajuste do
pH foi NaOH 1,8 N. A temperatura utilizada no cultivo foi de 30°C para a kré e 37°C
para a kr16 e a P11. A quantidade de in6culo foi calculada em relagéo a escala de Mc
Farland, onde uma absorbancia de 0,5 a 600 nm corresponde a 10® ufc na curva de
concentracdo celular. A partir disto, foi adicionado 1% da suspensao das bactérias em

meio mineral minimo. O cultivo foi finalizado ap6s 96 h.
2.5 Concentracao Celular

O controle da concentragéo celular foi realizado através de plaqueamento
em diversas diluicdes segundo o método descrito por Sangali e Brandelli (2000). A
diluicao sucessiva foi de 100 pL de amostra em 900 pL de solugao salina NaCl 0,85%.
O meio utilizado para o plaqueamento foi 2% de agar-agar e (40 g L") &gar triptona de
soja (TSA). As placas foram incubadas a 37°C por 48 h. Em uma mesma placa foram
efetuadas 4 dilui¢gdes diferentes em triplicatas de 10 pL.

2.6 Atividade Proteolitica

As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 5 min para que as
particulas do meio em suspensdo e os microrganismos fossem separados do

sobrenadante. A determinacdo da atividade proteolitica foi realizada em triplicata no
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tempo zero e a cada 24 h. O método utilizado foi o recomendado por (Thys et al.,
2004), onde foi retirado 120 pL do sobrenadante e adicionado em 480 uL de
azocaseina 1% em tampao tris HCl 25 mM em pH 8,0. A mistura foi incubada em
banho-maria a 45°C por 40 min e foi adicionado 600 uL de TCA 10% para cessar a
reacao, resfriada por 10 min a 10°C e centrifugada a 10000 x g por 5 min. Ap6s a
centrifugacao, foram retirados 800 uL do sobrenadante aos quais foram adicionados
200 pL de NaOH 1,8 N, foi lida a absorbancia no espectrofotdmetro UVmini-1240
Shimadzu a 420 nm. Também foi realizado um ensaio em branco. Uma unidade de
atividade proteolitica foi definida como a quantidade de proteina que resulta em um
aumento de 0,01 na absorbancia medida a 420 nm, sob as condi¢des utilizadas nos

ensaios.
2.7 Analise da Concentracao de Aminoacidos Livres

Foi utilizada a técnica descrita por Moore (1968), com o emprego de
ninidrina. Foi adicionado 100 pL de amostra em 2 mL de tampéo fosfato 0,1 M em pH
7,2, foi retirado 500 uL da solugdo de amostra e adicionado 500 uL de reagente de
ninidrina 5%. A reagao ocorreu em banho-maria a 100°C por 15 min, seguido de um
resfriamento em banho com gelo. Por fim foram adicionados 5 mL de etanol 50%. As
determinacdes de aminoacido total de cada ponto foram realizadas em ftriplicata e a
absorbancia lida a 560 nm em espectrofotémetro UV/VIS marca Shimadzu mini-1240.
Paralelamente, foi preparada uma amostra controle com 100 uL de agua destilada
mais reagentes. A curva padrao foi preparada com glicina (0 a 0,08 mg de glicina).

2.8 Determinacao de Proteina Soluvel

Foi utilizado o método descrito por Lowry et al. (1951) com o emprego do
reagente de Folin Ciocalteau. Dois reagentes, o reagente combinado, preparado com
0,5 mL de CuS04.5H,0 0,5% e 0,5 mL de solucdo de tartarato de Na/K 1%, até esta
solugao completar o volume de 50 mL com Na,CO;2% em NaOH 0,1 N; o reagente de
Folin-Ciocalteau diluido (1:1) com agua destilada.

Para a reagao foram misturados 200 uL de amostra e 2,5 mL do reagente
combinado, a mistura foi deixada a temperatura ambiente por 10 min. Entado, foi
adicionado 300 uL do reagente de Folin Ciocalteau diluido e deixado em repouso, a
temperatura ambiente, por mais 30 min. A absorbéancia foi medida a 750 nm em

espectrofotdbmetro Hitachi modelo U-1100. Paralelamente, foi preparada uma amostra
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controle com 200 pL de agua destilada mais reagentes, a curva padrao foi preparada
com albumina de soro bovino (BSA) nas concentragdes de 0 a 0,25 mg mL™".

2.9 Delineamento Experimental

Foi aplicado um planejamento experimental fatorial misto (32 x 2'). As
variaveis estudadas foram os substratos, os microrganismos e as concentracées do
substrato no meio de cultivo. Na Tabela 1 estdo demonstrados os fatores a serem
avaliados e as suas respectivas variagoes.

Tabela 1 Fatores avaliados e os niveis de variacdo para os experimentos realizados.

Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Substrato Acido Alcalino
) ) Chryseobacterium Bacillus cereus Bacillus velesensis
Microrganismo
sp. kré kr16 P11
Concentracao de
10 20 30

Substrato (g L™

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e a cada 24 h do
processo fermentativo. Para cada experimento realizado foi observado em que tempo
as respostas foram mais expressivas, sendo a analise estatistica realizada neste

tempo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores concentragcdes celulares alcancadas foram com
Chryseobacterium sp. em ambos os substratos, sendo que o substrato acido propiciou
as méaximas concentracdes (4 x 10° UFC mL™), independente da concentracéo de
substrato utilizada. A Chryseobacterium sp. na concentragdo 10 g L™ alcancou (2 x 10°
ufcmL™), 20 gL' (4 x 10° ufc mL") e 30 g L' (2,5 x 10° ufc mL™"). A Bacillus cereus
mostrou os valores maximos em torno de 1 x 10% ufc mL™, apés 96 h, independente da
concentracao e tipo de substrato. A Bacillus velesensis apresentou os maiores valores
na concentracdo de 20 g L™, no substrato alcalino (3,6 x 10® ufc mL™") e acido (1,3 x
10° ufc mL™), nas outras concentracdes os valores maximos foram em torno de 4 x 10’

ufc mL™.
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Na Tabela 2 estéo descritos os resultados do planejamento fatorial (3° x 2)

para as proteinas sollveis, aminoacidos e atividade proteolitica, nos respectivos

tempos avaliados.

Tabela 2 Proteinas sollveis, aminoacidos (mg mL™") e atividade proteolitica (U mL™")

apresentados nos ensaios do planejamento experimental.

Exp. Substrato Microorganismo Concentragdo Proteinas Proteinas Amino- Atividade
Substrato Solluveis  Soluveis &cidos Proteolitica
(24 h) (48 h) (48 h) (72 h)
1 -1 -1 -1 0,293 0,695 0,046 12,883
2 -1 -1 0 0,504 1,123 0,082 6,383
3 -1 -1 +1 0,848 1,863 0,114 5,841
4 -1 -1 0,204 0,900 0,047 1,512
5 -1 0 0,874 1,378 0,092 1,991
6 -1 +1 1,576 1,851 0,114 2,416
7 -1 +1 -1 1,544 2,265 0,058 38,633
8 -1 +1 0 2,361 3,293 0,104 35,933
9 -1 +1 +1 3,000 3,631 0,131 27,316
10 +1 -1 -1 0,791 0,900 0,049 20,433
11 +1 -1 0 2,374 1,576 0,100 15,883
12 +1 -1 +1 1,665 2,859 0,122 18,750
13 +1 -1 1,334 1,270 0,045 0,695
14 +1 0 1,774 2,565 0,070 2,229
15 +1 +1 3,331 2,565 0,091 1,629
16 +1 +1 -1 1,065 0,925 0,048 1,858
17 +1 +1 0 2,406 2,208 0,081 1,441
18 +1 +1 +1 3,587 3,338 0,087 2,066

3.1 Proteina Soluvel

A concentracdo de proteina soluvel foi determinada ao longo do cultivo

(Figura 1). E possivel verificar que para o substrato resultante da hidrélise alcalina o

maximo para a maioria das amostras ocorreu em 24 h e para o substrato resultante da

hidrélise acida os maximos ocorreram no tempo de 48 h. Isto mostrou que os

microrganismos tiveram maior facilidade em solubilizar as proteinas presentes no
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substrato alcalino. Apds alcangar o maximo de proteina solUvel, os dois substratos
apresentam uma diminuigdo nesta concentragdo, porém no substrato acido em 96 h
comegou a aumentar novamente, enquanto que no substrato alcalino na maioria dos
ensaios a concentracdo de proteina sollvel tendeu a estabilizar. Estes resultados
mostraram que, provavelmente, no substrato &cido ainda tenha proteina a ser
solubilizada, entdo a hidrélise continua, e no alcalino toda a proteina insoluvel passivel
de hidrélise ja havia sido solubilizada. O mesmo aconteceu em estudo realizado com
B. cereus que foi cultivado a 30°C no meio com farinha de penas a pH 7. O trabalho
mostrou que a producdo de proteina sollvel obteve um aumento até 48 h e depois
estabilizou. A quantidade de proteina solvel ficou em torno de 600 ug mL™" (Kim et al.,
2001). Estudo realizado por Riffel et al. (2003) com a Chryseobacterium sp. kré em
meio contendo penas de frango a pH 8 e 30°C, mostrou que a concentragdo de
proteina solivel maxima foi obtida em 48 h (2,5 mg mL™) e depois diminuiu chegando
a1,6mgmL’em 192 h.

(a) (b)

4,0 4,0

3,5

A\
!
I\
J/

[Prot] mg mL"
= n

[¢,] o

1 " 1

—_
o
PR

K
&}
1

Tempo (h)

Figura 1 Solubilizacdo da proteina durante o periodo de cultivo nos substratos (a)
&cido e (b) alcalino. . mkr6 (10 g L");o kr6 (20 g L"); A kr6 (30 g L™"); ¥ kr16 (10 gL™");
o+ kr16 (20gL"); 4 kr16(30gL"); » P11 (10gL"); AP11 (20gL"); o P11 (30gL™).
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A concentragcdo de proteina solivel € maior que a concentracdo de
aminoacidos livres em todas as etapas do cultivo. A bactéria P11 foi o microrganismo
que conseguiu a maior solubilizagdo das proteinas comparada aos outros dois.

A andlise do planejamento fatorial foi realizada em trés etapas, utilizando a
comparacao entre duas bactérias de cada vez. Considerando que a solubilizagao
maxima se apresentou em dois tempos distintos, a analise foi realizada para 24 e 48 h.
Quando se comparou o0 comportamento de kré e a P11, as varidveis significativas (p <
0,05) foram os microrganismos e a concentragdo de substrato utilizada, nos dois
tempos avaliados, mostrando que a P11 na concentracdo de 30 g L obteve os
melhores resultados. Avaliando a kr6 e kr16 as variaveis que foram significativas (p <
0,05) foram o substrato e a concentracdo de substrato no tempo de 48 h. Estas
bactérias apresentaram valores muito proximos de proteina solubilizada. Analisando a
kr16 e a P11 foi observado que para o tempo de 24 h todas as variaveis foram
significativas e para o tempo de 48 h apenas 0 microrganismo € a concentragao de
substrato foram significativos. Os resultados mostraram que as variaveis mais
importantes para a solubilizagdo das proteinas foram o microrganismo utilizado e a
concentracdo de substrato, mostrando que a P11 foi a que apresentou os melhores
resultados e a concentragdo de 30 g L' de substrato foi a mais eficiente, por conter

maior quantidade de proteinas insollveis.
3.2 Aminoacidos Livres

A Figura 2 mostra a solubilizacdo dos aminoéacidos ao longo das 96 h de
cultivo para cada uma das bactérias estudadas. A concentragdo méaxima de
aminodcidos livres, obtida para as trés bactérias foi na concentracdo de 30 g L
substrato, o que era esperado, pois esta apresenta a maior quantidade de proteina. As
bactérias kr16 e a P11 obtiveram os melhores resultados no substrato acido (0,1146 e
0,1780 mg mL", respectivamente). A kr6 alcangou 0,1263 mg mL" em substrato
alcalino. Na maioria dos ensaios, foi verificado um declinio na concentracdo de
aminodcidos apés atingir o ponto maximo, provavelmente, isto ocorreu devido ao
consumo como nutriente destes aminoacidos pelo préprio microrganismo. Estudo
realizado por Riffel et al. (2003) com a kr6 e utilizando como substrato penas de
frango, verificou que a cinética de aminoacidos livres aumentou até 48 h e depois
estabilizou, ficando em torno de 0,5 mg mL". A kr6 atuando sobre as proteinas
insoluveis do hidrolisado protéico de pescado estudadas no presente trabalho
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apresentou comportamento muito semelhante ao reportado por Riffel et al. (2003),

porém mostrou uma quantidade menor de amino&cidos livres 0,12 mg mL™".
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Figura 2 Concentragdo de aminoacidos solubilizados durante o processo fermentativo

nas diferentes condicdes estudadas. m &cido (10 g L™");e acido (20 g L™"); A &cido (30 g
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Como durante o periodo de cultivo, o tempo de 48 h apresentou a maxima
concentracdo de aminoacidos livres para a maioria dos experimentos, entdo, a analise

estatistica do planejamento fatorial foi realizada neste tempo.

A analise estatistica foi realizada dividindo o planejamento em trés partes,
avaliando duas bactérias de cada vez. Todas as analises apresentaram diferenga
significativa (p < 0,05) para a variavel concentragdo de substrato, independente do
substrato e do microrganismo utilizado. O substrato também apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) entre a kr16 e a P11, mostrando que o substrato &cido liberou

uma maior concentracao de aminoacidos livres.

As bactérias ndo apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) o que era
esperado, pois a partir da Figura 2 observa-se que as bactérias obtiveram valores

muito préximos.
3.3 Atividade Proteolitica

A Bacillus cereus (kr16) apresentou resultados muito baixos de atividade
proteolitica quando comparada com as outras duas bactérias utilizadas. A kré e a P11
atingiram um maximo de 23,46 e 47,56 U mL™, respectivamente, enquanto que kr16
obteve a atividade maxima de 3,13 U mL", por isso, esta ndo foi avaliada no
planejamento fatorial junto com a kré e a P11. Estudo realizado por Casarin et al.
(2008) utilizando um preparado de pescado e a bactéria Chryseobacterium sp.
apresentou baixa atividade proteolitica (1 U mL") quando comparada com os
resultados encontrados em nosso estudo com residuos dos hidrolisados &cido e

alcalino.

A Figura 3 mostra o comportamento dos microrganismos nos dois
substratos avaliados. Pode-se observar que as maiores atividades proteoliticas foram
alcangadas quando utilizado o substrato acido. A maioria dos experimentos
apresentou uma diminuicdo da atividade proteolitica em 48 h e apos esse periodo
aumentou novamente. Provavelmente o que ocorreu foi uma autoélise das proteases
produzidas até esse momento e apos a atividade proteolitica continuou aumentando.
O mesmo comportamento foi observado em estudo realizado por Riffel et al. (2003)
com a bactéria Chryseobacterium sp. (kr6) em meio com penas de frangos a pH 8 e
temperatura de 30°C, a atividade proteolitica alcancou um maximo de atividade em 48

h, coincidindo com o final da fase exponencial, entdo diminuiu e aumentou novamente
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em 100 h. Trabalho realizado por Kim et al. (2001) com B. cereus em penas de frango
mostrou que a produgado de protease teve a mesma tendéncia que a producdo de
proteina sollvel, ou seja, ocorria um aumento até 48 h e depois estabilizou-se. O
mesmo comportamento para este microrganismo foi observado em nosso trabalho.
Esakkiraj et al. (2008) realizaram experimentos utilizando hidrolisados &cidos e
alcalinos a partir de residuos de atum e avaliaram a producdo de proteases. Os
resultados mostraram uma atividade de 60,37 e 65,96 U mL", respectivamente. Os
maximos foram obtidos em 48 h, apds esse periodo apresentaram um decréscimo.
Estes pesquisadores obtiveram valores mais elevados, no entanto, em nosso trabalho
foi utilizado somente as proteinas insolUveis resultantes dos hidrolisados &cido e
alcalino, enquanto eles realizaram os experimentos com os hidrolisados protéicos
brutos.

(@) (b)

6

50
Il 254
m
—_ ) r
5 1 o0 .
S S 20 474'
=) 2
S 8 154 g
B § \L
° s
% o 104
O’
° S
k: g ?‘
2 2 54
< <
»-
- .%%‘T‘&‘.
0 24 48 72 9
Tempo (h)

Figura 3 Atividade proteolitica nos substratos acido (a) e alcalino (b) durante o
processo fermentativo com diferentes bactérias e diferentes concentragées. m kr6 (10
gL");ok6 (20gL");A kr6 (30 gL™"); ¥ kr16 (10 g L"); o kr16 (20 gL"); « kr16 (30
gL™;» P11 (10gL"); eP11(20gL");*P11 (30 gL").

Foi verificado que as maiores atividades proteoliticas para kr6 e P11 foram
em 72 h, portanto, a anélise do planejamento experimental fatorial misto 3% x 2' foi
realizada neste tempo. As variaveis significativas foram o microrganismo (p = 0,045), o

substrato (p = 0,008) e a interacdo substrato/microrganismo (p = 0,002). A Figura 4
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mostra o comportamento dos microrganismos nas diferentes concentracbes de
substrato e nos substratos acido e alcalino. Os resultados mostram que nas condicdes
estudadas, a maior atividade proteolitica a partir do substrato acido, foi conseguida
utilizando Bacillus velesensis (P11), na concentracéo de 10 g L™ de substrato. Para o

substrato alcalino o melhor foi utilizar a Chryseobacterium sp. (kr6) também na
concentragdo de 10 g L' de substrato.
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Figura 4 Superficies de repostas apresentadas pelos substratos acido (a) e alcalino (b)
em 72 h de cultivo.

A concentracdo de substrato ndo apresentou significancia estatistica para
a atividade proteolitica, este dado concorda com Casarin et al. (2008) que estudou
diferentes concentragbes de substratos, utilizando a bactéria Chryseobacterium sp. em
diferentes meios de cultivo contendo proteinas insollveis. A variavel

menos
significante no cultivo foi a concentragao de substrato.
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4 CONCLUSAO

As trés bactérias utilizadas foram capazes de solubilizar proteinas e
aminodcidos provenientes de escamas, 0Ssos, peles, membranas celulares e
cartilagens, que estao contidos nas proteinas insolUveis descartadas nos processos de
solubilizagdo éacida e alcalina, realizadas com os residuos do processamento da
corvina (Micropogonias furnieri). A porcentagem média de proteina solubilizada com
estes tratamentos foi em torno de 50 a 60%.

A Bacillus velesensis (P11) foi a bactéria que apresentou melhor interacédo
com os substratos avaliados, esta obteve as maiores atividades proteoliticas,
consequentemente obteve maior quantidade de proteina solubilizada e de

aminoacidos livres.

Na literatura ndo sdo encontrados trabalhos utilizando o residuo da
hidrélise protéica de pescado, entdo foram empregadas trés bactérias que possuiam
atividade queratinolitica conhecida para atuar sobre estas proteinas insollveis. A partir
dos resultados obtidos, podemos verificar a necessidade de desenvolver mais
pesquisas utilizando estes substratos, como por exemplo, identificar o tipo de
proteases que estdo sendo produzidas durante o processo fermentativo, pois pelo tipo
de matéria que esta sendo hidrolisado, existem indicios que estejam sendo produzidas
queratinases e colagenases. Também poderia ser estudado o perfil dos aminoacidos

solubilizados, entre outros.

As proteinas, peptideos e aminoacidos recuperados podem ser utilizados
para aumentar o rendimento dos processos tradicionais de concentracdo de proteinas
a base de pescado. Outros usos seriam, a recuperacao das enzimas queratinoliticas
produzidas a partir destas bactérias, estas poderiam ser empregadas em processos
biotecnolégicos envolvendo residuos contendo queratina de sub-produtos das
industrias de pesca, frango e couro através de processos nao poluentes. Queratinas
insolUveis também poderiam ser convertidas ap6s hidrélise enzimatica em produtos

alimenticios, fertilizantes, colas e filmes ou usados para a produgdo de aminoacidos
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5.3 HIDROLISE DE RESIDUOS DE PROTEINAS INSOLUVEIS PROVENIENTES DA
CORVINA (Micropogonias furnieri) UTILIZANDO FUNGOS

(Artigo submetido para a revista Brazilian Journal of Microbiology em 27.10.2008)
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HIDROLISE DE RESIDUOS DE PROTEINAS INSOLUVEIS PROVENIENTES DA
CORVINA (Micropogonias furnieri) UTILIZANDO FUNGOS

RESUMO

Uma quantidade importante de proteinas fibrosas insollveis, em forma de penas,
cabelos, unhas, chifres, escamas, peles e outras estao disponiveis como subprodutos
do processamento agroindustrial. Estes residuos séo ricos em queratina e colageno,
que sao de dificil degradagao devido a sua estrutura molecular. A modificacdo da
estrutura da queratina e do colageno pode ser realizada por tratamento térmico ou por
hidrélise enzimatica. Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de dez fungos
em produzirem enzimas responsaveis pela solubilizagdo de proteinas e aminoacidos a
partir de proteinas fibrosas derivadas de processos quimicos de hidrélise protéica de
pescado. A hidrélise protéica foi realizada com residuo do processamento da corvina
(Micropogonias furnieri), através de mudanga de pH, as proteinas insolluveis
resultantes foram desidratadas e trituradas para serem submetidas a um cultivo por 96
h. As determinacbes realizadas foram: pH, concentragdo celular por contagem na
Céamara de Neubauer, aminoacidos livres, proteinas sollveis e atividade proteolitica.
Os resultados mostraram que os fungos utilizados apresentaram poder queratinolitico.
Os que obtiveram a maior atividade proteolitica foram Trichoderma sp. (E13) em
substrato alcalino (28,99 U mL™") e Penicillium sp. (E20) em substrato &cido (31,20 U
mL"). O Penicillium sp. (E20) foi o que conseguiu a maior solubilizacdo de
aminodcidos 0,146 mg mL" e o Fusarium sp. (E5), a maior solubilizacdo de proteinas
alcancando 6,17 mg mL'. Estes aminoacidos e proteinas resultantes da hidrdlise
podem ser utilizados em indUstria cosmética, de alimentos, entre outras, porém deve
ser avaliado o potencial toxigénico apresentado pelos fungos utilizados para a
solubilizacdo destes produtos.

Palavras-chave: Residuo de pescado, fungos, proteinas fibrosas
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ABSTRACT

A significant amount of insoluble fibrous protein, in form of feather, hair, nails, horns,
scales, skin and others are available as co-products of agroindustrial processing.
These wastes are rich in keratin and collagen, which have difficult degradation
processes due their molecular structure. The keratin and collagen structure
modification can be performed by thermal treatment or enzymatic hydrolysis. This
paper evaluates different fungi in the hydrolysis of insoluble fish protein residues on
substrate alkaline and acid through the solubilization of proteins and amino acids. The
protein hydrolysis was performed with the waste of Whitemouth croaker
(Micropogonias furnieri) processing through the pH-change processes. The proteins
resulting from these processes were dried and milled to be submitted to the
fermentation process by 96 h. The analyses performed were pH, cellular concentration,
free amino acids, soluble proteins and proteolytic activity. The results showed that the
utilized fungi were able to release keratinolytic enzymes in the medium. Trichoderma
sp. (E13) on alkaline substrate (28.99 U mL") and Penicillium sp. (E20) on acid
substrate (31.20 U mL") were the fungi that reached the highest proteolytic activities.
Penicillium sp. (E20) was the fungi that attained the largest free amino acid
solubilization 0.146 mg mL" and Fusarium sp. (E5), the highest protein solubilization
6.17 mg mL™". These solubilized amino acids and protein could be used in the food and
cosmetic industries, among other, but it is important to evaluate the toxigenic potential
of the fungi that produced these products.

Key-words: Fish waste; Fungi; Fibrous proteins
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1 INTRODUCAO

O reconhecimento dos limites dos recursos naturais e 0 aumento da
poluicdo do meio ambiente tém apontado para a necessidade de uma utilizacdo
melhor e mais valorizada dos residuos gerados por industrias processadoras de
pescado. Tradicionalmente, esse material é convertido em ragdes animais (Ferreira e
Hultin, 1994). A hidrélise € uma alternativa que aborda a recuperacdo da biomassa a
partir do pescado e que resulta em um produto sollvel conhecido como hidrolisado
protéico de pescado (Guerard et al.,, 2002). Desta hidrélise, quando realizada com
residuo de pescado, resultam proteinas insollveis, presentes nas escamas, peles e
0ss0s, que poderiam ser convertidas em biomassa utilizavel, tais como, concentrados
protéicos ou aminoacidos, utilizando enzimas microbianas (Anwar e Saleemuddin,
1998).

A utilizacao de residuos agroindustriais, para adicionar valor e aumentar a
conservagao e a reciclagem de energia consciente, tem estimulado a procura por
alternativas para converter residuos de queratina em produtos com maior valor
agregado. Apesar da hidrolise de queratina por enzimas microbianas ter sido descrita
desde a década de 50 (Noval e Niekerson, 1959), pesquisas sobre queratinases tém
sido retomadas a partir do final do século passado, disponibilizando informacoées
promissoras sobre hidrélise de queratina. O mecanismo de degradagédo da queratina
por microrganismos nao esta completamente elucidado (Brandelli, 2008; Bdckle e
Maller, 1997; Kunert, 1992; Kunert e Stransky, 1988) e as pesquisas com

microrganismos proteoliticos tém sido intensificadas.

O colageno é uma proteina fibrosa insolivel que perfaz a maior parte de
0ssos, peles e tecidos conectivos. Devido a estrutura espacial e a alta massa
molecular, o colageno nativo é naturalmente insolivel em agua. As queratinas sao
proteinas fibrosas insollveis com ligacdes cruzadas e ligacdes dissulfidicas, as quais,
juntamente com uma cadeia polipeptidica supercoloidal empacotada, resultam em alta
estabilidade mecéanica e resisténcia a hidrolise proteolitica (Jones et al., 1999).

Os fungos filamentosos sintetizam uma variedade de enzimas hidroliticas.
Estes fungos, especialmente as espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, tém
uma longa histéria de uso em industrias de alimentos e bebidas, portanto estes fungos
tém sido garantidos como seguros para a saude (Park et al., 2008).
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Muitas espécies sao utilizadas para a producdo industrial de varias
enzimas, tais como, diferentes proteases, carboidrases e lipases. Marcondes et al.
(2008) avaliaram uma variedade de fungos comuns para identificar linhagens ativas
que pudessem ser utilizadas como produtoras de queratinases, dentre os géneros dos
fungos avaliados estao Penicillium, Aspergillus, Acremonium, entre outros. Farag e
Hassan (2004) avaliaram a producdo de queratinases por Asprgillus orizae e
verificaram que este foi capaz de produzir enzimas que degradaram diferentes
substratos, tais como, queratina, penas de frango, colageno, penas de pato € 1a de

ovelha.

As queratinases fazem parte de uma classe particular de enzimas
proteoliticas que possuem capacidade de degradar substratos queratinoliticos
insoluveis. A modificacdo da estrutura da queratina pode ser realizada por tratamento
térmico ou por hidrolise enzimatica, com clivagem das pontes dissulfidicas e ligagoes
peptidicas (Kim et al., 2005; Williams et al., 1990).

As enzimas queratinoliticas sdo produzidas por fungos, actinomicetes e
bactérias, estes tém sido frequentemente isolados a partir de solos onde materiais
queratinosos sao depositados (Riffel e Brandelli, 2006; Kaul e Sumbali, 1997). Foram
descritas linhagens de Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus produtores de
queratinases (Santos et al., 1996). Porém, antes dos produtos destas hidrélises serem
aplicados a alimentos é recomendavel, que seja avaliado o potencial toxigénico dos
fungos utilizados.

Em vista desta discussao, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a
atividade proteolitica de dez fungos de quatro géneros diferentes sob substratos
insoluveis resultantes da hidrolise acida e alcalina realizada a partir de residuos de

corvina (Micropogonias furnieri).



92

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

Foi utilizada a espécie corvina (Micropogonias furnieri), proveniente de
empresas processadoras de pescado da cidade do Rio Grande, localizada no estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. O pescado foi transportado em recipientes com gelo até
o Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), onde foi realizado o processamento. Assim, o pescado foi, imediatamente,
lavado com agua clorada 5 ppm, descabecado, eviscerado e filetado. Os residuos, tais
como, visceras, cabecas, peles, cartilagens e escamas, foram acondicionados em
embalagens plasticas de polietileno e armazenados sob congelamento a -18°C até a
utilizagéo.

2.2 Microrganismos

Foram utilizados dez fungos diferentes, sendo quatro do género
Aspergillus sp. (E7, E17, E19 e O5), dois de Fusarium sp. (E1 e E5), dois de
Penicillium sp. (E12 e E20) e dois de Trichoderma sp. (E13 e E18), isolados do
tratamento de efluentes de uma industria de leite pelo Laboratério de Engenharia
Bioquimica da Universidade de Passo Fundo, Brasil. Os microrganismos foram
mantidos em meio PDA com adicao de 0.5% de agar-agar 2% a 4°C.

2.3 Substratos Acidos e Alcalinos

Foram utilizados dois tipos de substrato, sendo estes, subprodutos de um
processo hidrolitico. Estes substratos sdo residuos com alto indice de proteinas
insolaveis que resultam do processo de hidrélise quimica. O processo de hidrolise foi
realizado com residuos do processamento de corvina (Micropogonias furnieri) com o
objetivo de obter hidrolisados protéicos. Foram realizados dois tipos de processo de
extracdo quimica para a obtencao do hidrolisado protéico, por meio de solubilizacao
acida e alcalina, onde a amostra foi homogeneizada com agua destilada na proporcao
de 1:5. A hidrdlise foi realizada em reator encamisado, associado a um banho
termostatizado e acoplado a um agitador de eixo-hélice. Como agente alcalinizante foi
utilizado o NaOH 1M e como agente acidificante o HCI 1N; a solubilizagao alcalina foi
a 20°C por 20 min e pH 12 e a solubilizacao acida foi a 30°C por 20 min € pH 2,5
(Martins et al., 2009a). O hidrolisado foi centrifugado a 7500 rpm por 15 min. Nesta
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centrifugacdo, a amostra ficou separada em trés fases, a fase superior (lipidios) foi
descartada, a fase inferior (proteinas insollveis) foi utilizada para o processo
fermentativo e a fase intermediaria (proteinas sollveis) foi submetida a precipitacéo
com acido ou com alcali até atingir o ponto isoelétrico das proteinas. Foi realizada
nova centrifugagdo a 7500 rpm por 15 min, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado como hidrolisado protéico foi armazenado a -18°C até ser liofilizado. As
proteinas insollveis provenientes do processo &acido e alcalino foram desidratadas em
secador de bandejas por um periodo de 13 h a temperatura de 50°C, logo apés foram

trituradas em moinho de facas, para padronizar a granulometria da amostra.
2.4 Cultivo Microbiano

Os esporos dos fungos foram retirados dos tubos inclinados com 5 mL de
Tween 80 0,2%, sendo 0,5 mL dessa suspensao transferida para frascos Roux
contendo PDA. Os frascos foram incubados a 30°C por 5 dias para permitir a
cobertura completa da superficie e esporulacdo dos fungos. Os esporos foram
retirados do PDA e suspensos em Tween 80 0,2% para a enumeragao, sendo esta
realizada em Céamara de Neubauer (Martins et al., 2006). Durante o processo
fermentativo submerso foram utilizados dez microrganismos e dois tipos de substrato
(acido e alcalino) na concentracéo de 2%. O volume total do meio foi de 100 mL. Além
do microrganismo e do substrato, também foi adicionado um meio mineral minimo,
com a seguinte composicdo em (g L™): NaCl (0,5), CaCl,.2H,O (0,015), e KH,PO,
(0,4). O pH do meio foi ajustado a 4,5 para todos os fungos, utilizando como agente
acidificante HCI 1 N. A temperatura utilizada no cultivo foi de 30°C com agitacio de
100 rpm. A quantidade de indculo inicial foi de 1 x 10° esporos mL™. O cultivo teve

duracio de 96 h e o pH do meio foi medido a cada 24 h.
2.5 Concentracao Celular

O controle da concentragao celular foi realizado a cada 24 h pela
contagem de esporos através da Camara de Neubauer (Martins et al., 2006). O célculo

da concentragao celular foi realizado segundo a Equagao 1.

médiaesporos *100mm’ * Diluico
0,04mm’ *0,1mm* ImL

ConcentragaoCelular =
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2.6 Atividade de Proteases

As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 5 min para que as
particulas do meio em suspensdo e os microrganismos fossem separados do
sobrenadante. A analise da atividade proteolitica foi realizada em triplicata no tempo
zero e a cada 24 h. O método utilizado foi de Thys et al. (2004), que consistia em
retirar 120 pL do sobrenadante e adicionar 480 pL de azocaseina 1% em tampé&o tris
HCI 25mM pH 8,0. A mistura foi incubada em banho-maria a 45°C por 40 min, sendo
adicionados 600 uL de TCA 10% para cessar a reagao. Apos resfriamento por 10 min
na geladeira o material foi centrifugado a 10000 x g por 5 min. Foram retirados 800 pL
do sobrenadante, adicionados 200 uL de NaOH 1,8 N, a absorbancia determinada em
espectrofotébmetro Biospectro SP-22 a 420 nm. Também foi realizado um ensaio em
branco para ser considerado nos calculos da atividade proteolitica. Uma unidade de
atividade proteolitica foi definida como a quantidade de proteina que resulta em um
aumento de 0,01 na absorbancia medida a 420 nm, sob as condi¢des utilizadas nos

ensaios.
2.7 Analise da Concentracao de Aminoacidos Livres

A técnica utilizada para a determinag¢ao de amino&cidos livres foi a descrita
por Moore (1968), com o emprego do reagente ninidrina. Foram adicionados 100 uL
de amostra em 2 mL de tampao fosfato 0,1M pH 7,2; retirados 500 pL da solugéo de
amostra e adicionados 500 uL de reagente de ninidrina 5%. A mistura foi colocada em
banho-maria a 100°C por 15 min, seguido de um resfriamento em banho com gelo e
adicdo de 5 mL de etanol 50%. As determinacdes de aminoacido total de cada ponto
foram realizadas em triplicata e foi medida a absorbdncia a 560 nm em
espectrofotébmetro Biospectro SP-22. Paralelamente, foi preparado um ensaio em
branco com 100 pL de agua destilada e demais reagentes. A curva-padrao foi
preparada com glicina nas concentragdes entre 0 e 0,08 mg.

2.8 Proteina Soluvel

Foi realizada pelo método descrito por Lowry et al. (1951) com o emprego
do reagente Folin Ciocalteau. Dois reagentes, o reagente combinado, preparado com
0,5 mL de CuS0O,.5H,0 0,5% e 0,5 mL de solucdo de tartarato de Na/K 1%, até esta
solugao completar o volume de 50 mL com Na,CO;2% em NaOH 0,1 N; o reagente de

Folin-Ciocalteau foi diluido (1:1) com agua destilada.
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Para a reagao foi misturado 200 pyL de amostra e 2,5 mL do reagente
combinado, este foi deixado 10 min a temperatura ambiente. Entao, foi adicionado 300
uL do reagente de Folin diluido e foi deixado em repouso, a temperatura ambiente, por

mais 30 min.

A absorbancia foi medida a 750 nm em espectrofotbmetro Biospectro SP-
22. Paralelamente, foi preparado um branco com 200 pL de agua destilada mais
reagentes. A curva padrdo foi preparada com albumina sérica bovina nas
concentragdes entre 0 e 0,25 mg mL™".

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores concentracoes celulares alcangadas foram com as espécies de
Fusarium E1 e E5 em ambos os substratos, sendo que o substrato alcalino propiciou
as maximas concentracdes (1 x 10" esporos mL") em 96 h de cultivo. No substrato
resultante da hidrélise 4cida a concentragdo celular maxima (7 x 10° esporos mL™) foi

em 96 h com a espécie de Fusarium E1.
3.1 Analise do pH

O pH inicial de todos os meios de cultivo foi ajustado para 4,5. Todos os
ensaios terminaram com o valor de pH entre 7 e 8. Alguns experimentos se
mantiveram em torno de pH 4 durante quase todo o processo e aumentaram somente
nas ultimas 24 h, enquanto em outros ensaios houve um aumento gradual desde os
4.5 iniciais até a faixa de pH final entre 7 e 8. Sangali e Brandelli (2000) também
observaram um aumento nos valores de pH durante a degradagdo de penas de
frango, que reportaram como sendo uma tendéncia similar a outros microrganismos
com maior atividade queratinolitica. Esta tendéncia de alcalinizar o meio resulta da
producéo de aménia pela deaminacao dos peptideos e aminoacidos originados a partir
da degradacdo da queratina (Gradisar et al., 2005; Riffel et al., 2003; De Toni et al.,
2002). O aumento do pH durante o cultivo é apontado como uma indicagdo importante

do potencial queratinolitico dos microrganismos (Kim et al., 2001).

A liberacao dos grupos tidis € devido a reducédo das ligacdes dissulfidicas
pelos mecanismos enzimaticos, redutases dissulfidicas, e pela interconversao

quimica, sulfito e tiosulfato (Ramnani et al., 2005; Yamamura et al., 2002).
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3.2 Proteina Soluvel

Foi possivel verificar ao longo do periodo de cultivo que, para o substrato
resultante da hidrélise alcalina e acida, os valores maximos de proteina soluvel
ocorreram entre os tempos de 24, 48 e 72 h. Foi observada uma diminuicdo da
producao de proteina soluvel para os dois substratos utilizados. Este comportamento,
provavelmente se deve ao consumo das proteinas solubilizadas pelos préprios
microrganismos e a diminuicdo da velocidade de protedlise por diminuicdo da
concentracdo de substrato. Em alguns casos, a concentracdo de proteina solavel
aumentou novamente, depois da reducéo ocorrida.

No substrato alcalino, os microrganismos que solubilizaram a maior
quantidade de proteina sollvel foram o Fusarium E5 (6,17 mg mL") em 72 h e o
Aspergillus E7 (5,72 mg mL") em 96 h de cultivo. No substrato acido o maximo
alcancado foi de 0,987 mg mL" com o fungo O5 em 96 h, sendo este o Unico que
obteve o maximo neste tempo, todos o0s outros microrganismos obtiveram o maximo
em tempos menores. Estudo realizado por Santos et al. (1996) com Aspergillus
fumigatus em meio contendo 1% de penas de frango apresentaram menor quantidade
de proteinas solaveis, sendo o maximo alcancado de 0,31 mg mL™" com pH 7,2.

Martins et al. (2009b) avaliaram a capacidade de bactérias com potencial
queratinolitico de solubilizarem as proteinas insollveis presentes nos residuos das
hidrélises acidas e alcalinas de residuos de pescado, estudadas em condigbes
similares ao do presente estudo. Utilizando a bactéria Bacillus velesensis, 0 maximo
alcancado para o substrato alcalino foi de 3,58 mg mL' em 24 h de cultivo com
concentragao de substrato de 3%. Para o substrato acido o maximo (3,29 mg mL™) foi
alcangado em 48 h também com esta bactéria e concentragéo de substrato de 3%. Os
resultados mostram que apesar de ndo se conhecer o poder queratinolitico e/ou
colagenolitico dos fungos avaliados, os resultados de proteina solubilizada foram
melhores quando comparados a acao das bactérias sobre os mesmos substratos.

A concentracdo de proteina sollUvel foi maior que a concentracdo de
aminoacidos livres em todas as etapas do cultivo. O Aspergillus O5 foi o
microrganismo que conseguiu a maior solubilizagao das proteinas no substrato acido e
o Fusarium E5 no substrato alcalino quando comparados aos demais.
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3.3 Aminoacidos Livres

A Figura 1 mostra a solubilizagdo dos aminoacidos ao longo das 96 h de cultivo para
cada um dos fungos estudados, nos substratos, acido e alcalino. No substrato alcalino,
a liberacdo de aminoacidos acontece desde o tempo zero, ja no substrato acido

comeca a ocorrer uma liberagdo de aminoacidos foi mais pronunciada a partir de 24 h
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Figura 1 Concentragdo de aminoacidos livres ao longo do cultivo (a) Substrato Alcalino
e (b) Substrato Acido. Todos os pontos dos graficos sdo valores médios de trés

repeticoes.

No substrato alcalino, o ensaio contendo o Aspergillus sp. (O5) apresentou
a maior concentracdo de aminodacidos solGveis (0,092 mg mL") dentre os fungos
analisados em 72 h de cultivo. A minima concentracdo (0,018 mg mL") foi obtida
utilizando o Penicillium sp. (E12) permanecendo praticamente 0 mesmo valor durante
todo o processo. Estudo realizado por Santos et al. (1996) avaliou o fungo Aspergillus
fumigatus em meio contendo 1% de penas de frango em diferentes valores de pH
conseguindo uma concentracdo de aminoécidos sollveis méxima de 0,55 mg mL™,

valor esse superior ao encontrado neste estudo.

No substrato acido foram alcancadas maiores concentracoes de
aminoacidos livres quando comparado com o substrato alcalino. A concentracado

maxima foi obtida utilizando o Fusarium sp. (E20) 0,146 mg mL’, seguido do
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Aspergillus sp. (O5) que apresentou 0,111 mg mL" ambas obtidas no tempo de 72 h.
As bactérias sobre os mesmos substratos, avaliados neste trabalho, apresentaram
resultados semelhantes. A maior concentracdo de aminoacidos livres foi encontrada
no substrato acido com a Bacillus velesensis (0,178 mg mL™"), seguido da Bacillus
cereus (0,1146 mg mL"). No substrato alcalino o méaximo foi alcangado pela
Chryseobacterium sp. (0,1263 mg mL") (Martins et al., 2009b).

3.4 Atividade Proteolitica

A Tabela 1 mostra o comportamento dos microrganismos nos dois
substratos avaliados. A maior atividade proteolitica (31,20 U mL") foi alcancada
quando utilizado o substrato acido, o fungo Penicilium sp. (E20) em 72 h de cultivo.
Porém, no geral, as maximas atividades foram encontradas no substrato alcalino com
os fungos Trichoderma sp. (E13) 28,99 U mL™, seguido do Aspergillus sp. (05) 19,30
U mL", Fusarium sp. (E1) 16,34 U mL" e Penicilium sp. (E20) 14,73 U mL". Todos os
outros apresentaram baixa atividade proteolitica. Marcondes et al. (2008) avaliou a
atividade proteolitica de diversos fungos atuando em substrato composto por penas de
frango e observou atividades proteoliticas de 18,4 U mL™ para o Aspergillus terreus e
Penicillium expansum e 2,4 U mL™ para o Aspergillus janus.

No substrato acido com excecdo do E20, os outros dois fungos que
alcancaram as maiores atividades foram o Fusarium sp. (E1) e Aspergillus sp. (O5),
obtendo respectivamente, 5,36 e 5,90 U mL'. Observa-se que os fungos que
apresentaram as maximas atividades proteoliticas no substrato acido também foram

os que obtiveram as maiores produg¢des no substrato alcalino.

Tabela 1 Atividade proteolitica em U mL™ ao longo do cultivo no substrato alcalino

Substrato Alcalino
Fungos 0 24 h 48 h 72h 96 h
E1 1,91+0,08 2,06+0,09 6,410,191 7,50+0,11 16,34+0,16
E20 1,19#0,07 7,30%+0,12 5,24+0,10 5,77#0,10 14,73+0,15
E7 0,90+0,05 2,34+0,09 2,43+0,08 2,03+0,08 3,17+0,11
05 1,13+0,06 6,06%0,12 6,07+0,10 5,31+0,09 19,30+0,16
E12 0,22#0,01 0,22+0,01 1,70+0,07 2,07+0,08 2,26+0,09
E13  1,40:+0,07 4,68:+0,11 14,07+0,15 28,99+0,21 19,18+0,16
E18 0,27+0,01 0,97+0,04 1,67+0,07 1,28+0,06 1,68+0,08
E19  0,62+0,03 1,80+0,07 1,84+0,08 2,61+0,08 3,16x0,10
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E17  0,52+0,08 1,14+0,05 1,41+0,07 2,03+0,07 2,40+0,09
E5 1,12+0,06 1,29+0,05 3,16+0,08 3,84+0,11 6,14+0,11

Tabela 2 Atividade proteolitica em U mL™ ao longo do cultivo no substrato acido
Substrato Acido
Fungos 0 24 h 48 h 72h 96 h
E1 0,80+0,04 1,45+0,07 2,40+0,09 2,83+0,10 5,64+0,09
E20 0,41+0,03 0,74£0,04 26,80+0,21 31,20+0,24 25,27+0,22
E7 0,72+0,03 0,61+0,04 0,74+0,04 0,47+0,03 1,24+0,09
05 0,60+0,03 3,04+0,10 6,72+0,11  4,68+0,11  5,90£0,13
E12 0,51+0,04 0,31+0,02 0,41+0,03 0,51£0,08 0,55+0,06
E13 0,47x0,02 1,15+0,08 3,08+0,09 5,06+0,09 1,72+0,09
E18 0,36+0,03 0,28+0,02 0,91+0,08 2,04+0,07 3,76+0,09
E19 0,84%#0,04 0,70+0,04 0,97+0,07 2,06£0,09 3,66+0,12
E17  0,74+0,04 1,08+0,08 1,72+0,11 1,83%#0,10 2,05+0,08
E5 0,54+0,03 0,70+0,03 0,70+0,05 1,06£0,07 1,12+0,07

A maioria dos experimentos apresentou maxima atividade proteolitica em
96 h, isso provavelmente ocorreu devido a longa fase de adaptacado dos fungos ao
meio de cultivo, j4 que o meio de propagacao nao era o mesmo do meio de cultivo.

Em estudo realizado por Martins et al. (2009b) com estes substratos,
porém utilizando bactérias, foi observado que o maximo de atividade proteolitica foi
alcangado em 48 h, coincidindo com o final da fase exponencial, entdo ocorreu uma
diminuigcdo na atividade e aumentou novamente em 96 h. O mesmo resultado foi
encontrado por Riffel et al. (2003) com a bactéria Chryseobacterium sp. (kr6) em meio
com penas de frangos a pH 8 e temperatura de 30°C. Porém, nos dois casos o0s

microrganismos cresceram em meios similares ao meio fermentativo utilizado.

Em estudo realizado por Martins et al. (2009b) utilizando os substratos
acido e alcalino, com bactérias, foi obtido como méaxima atividade proteolitica para o
substrato &cido na concentragdo de 2% com a Bacillus velesensis 47,56 U mL" e para
0 substrato alcalino um maximo de 15,88 U mL" com a Chryseobacterium sp.. A partir
destes valores verificamos que os fungos avaliados apresentaram valores expressivos
de atividade proteolitica, ja que as bactérias testadas neste experimento possuiam

potencial queratinolitico anteriormente conhecido.
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Anbu et al. (2008) estudaram as queratinases produzida pelo fungo
Trichophyton sp. e observaram que a secrecao de queratinases foi melhorada quando
as culturas foram suplementadas com fonte de carbono e queratina, no caso, penas
de frango. Em pesquisa realizada por Sales et al. (2008) utilizando Aspergillus
carbonarius URM 1546 no substrato de penas de frango, verificou uma atividade
queratinolitica média de 10,2 U mL™, sendo esta inferior as atividades encontradas em
nosso estudo.

4 CONCLUSAO

Os fungos utilizados foram capazes de solubilizar proteinas e aminoacidos,
a partir de proteinas fibrosas, oriundas de escamas, 0ssos, peles e cartilagens, sendo
estas resultantes das hidrélises acida e alcalina, realizadas com os residuos do
processamento de corvina (Micropogonias furnieri). As proteinas, peptideos e
aminoacidos resultantes podem ser utilizados para aumentar o rendimento do
processo de hidrélise, aumentando assim a quantidade de proteina recuperada.
Também podem ser adicionados em outros alimentos para aumentar o teor protéico,

apos testes de toxigenicidade dos fungos.

Os fungos Penicillium sp. (E20), Trichoderma sp. (E13), Aspergillus sp.
(O5) e o Fusarium sp. (E1) se mostraram os maiores produtores de enzimas,
consequentemente foram estes que conseguiram solubilizar as maiores quantidades
de proteinas e aminoacidos. Seria interessante realizar outras pesquisas envolvendo
diversos substratos fibrosos e estes microrganismos, ja que estes apresentaram

potencial proteolitico.
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ANALISE ESTRUTURAL E CAPACIDADE DE ABSORCAO DE AGUA DE
HIDROGEL OBTIDO A PARTIR DE ISOLADOS PROTEICOS DE CORVINA
(Micropogonias furnieri)

RESUMO

A recuperacéo e alteragao das proteinas do pescado, presentes em subprodutos e a
utilizacdo destas, € uma alternativa promissora. Para a industria, desenvolver
processos para recuperar e utilizar o residuo do processamento do pescado se torna
mais viavel economicamente do que descartar os subprodutos. Do pescado inteiro,
50% ou mais é considerado residuo ap6s o processamento e ndo é utilizado para
consumo direto. Aplicando tecnologia quimica é possivel recuperar as proteinas do
pescado e com isso produzir um amplo espectro de produtos. Os géis protéicos
chamam a atencéao, pois tém uma grande capacidade de absorcdo de agua, porém
sao insollveis na mesma, e quando a absorvem se intumescem e aumentam
consideravelmente seu volume, mantém a forma e elasticidade. Este estudo teve
como objetivo produzir um hidrogel, biopolimero modificado a partir de isolados
protéicos provenientes de residuos do processamento da corvina (Micropogonias
furnieri) e avaliar a estrutura das proteinas durante o processo de producdo deste
biopolimero. Foram produzidos dois tipos de isolados quimicos, por solubilizacio acida
e alcalina, que foram modificados quimicamente com dianidrido etilenodiamino
tetraacético (EDTAD) em diversas concentracdes. Nas proteinas modificadas foram
realizadas determinagbes para medir a extensdo da modificagdo dos residuos de
lisina, eletroforese e titulacdo eletrométrica para verificar a introducao de grupamentos
carboxilicos. Para formar a rede polimérica as proteinas modificadas foram tratadas
com glutaraldeido. Nos hidrogéis foram realizados ensaios de absorcdo de agua. As
proteinas modificadas com 0,5 (EDTAD/proteina, p/p) apresentaram uma modificacao
de 63,5 e 75,9% dos residuos de lisina, a partir dos isolados alcalino e acido,
respectivamente. As proteinas modificadas nessa mesma proporcdo apresentaram
332 e 311,4 grupamentos carboxilicos, respectivamente. Os hidrogéis produzidos a
partir dos isolados alcalino e acido, apresentaram uma absorcédo de agua maxima de
79,42 e 103,25 g 49ua/0gel seco €M 24 h, respectivamente. Os hidrogéis produzidos
demonstraram ter elevada capacidade de absorcao de agua podendo ser utilizados
em produtos que precisem de materiais absorventes.

Palavras-chave: Pescado, hidrogel, residuo, biopolimero, hidrolisado protéico.
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ABSTRACT

The recovery and alteration of fish proteins from by-products and the use of these is an
exciting and promising alternative. To the industry to develop processes to recover and
to use the fish waste resulting of the processing is more viable economically than
discard these by-products. From the whole fish, around of 50% or more is considered
residue after the processing and it is not used as food. Through chemical technology is
possible to recover these fish proteins and it is also possible produce a wide range of
products. The polymer gels show interesting features, it has a high capacity of water
uptake, however they are insoluble, when it absorbs water, swelling and increase its
volume, besides it maintains the shape and also elasticity. The aim of this study is to
produce a biopolymer with modified protein isolated from fish wastes of Whitecroaker
(Micropogonias furnieri) and evaluate the protein structure during the production
process of hydrogel. Were produced two kinds of chemical isolated, acid and alkaline.
Then, they were modified with ethylenediaminetetraacetic dianhydride (EDTAD) in
several concentrations. In the modified proteins were performed analyses of extent of
modification of the lysine residues, electroforese and electrometric titration to verify the
introduction of carboxyl groups. The modified proteins were treated with glutaraldehyde
to form the polymer network. In the hydrogel were performed assays of swelling water.
The modified proteins with 0.5 (EDTAD/protein, w/w) showed a modification of 63.5
and 75.9% of lysine residues, from alkaline and acid isolated, respectively. The
modified protein in that same rate presented 332 and 311.4 carboxyl groups. The
produced hydrogel from alkaline and acid isolated attained a maximum water uptake in
24 h of 79.42 and 103.25 g water/9 ary gei, respectively. The produced hydrogels showed
to have a high capacity of water uptake and it could be used in a wide range of
absorbent materials.

Keywords: Fish, hydrogel, waste, biopolymer, protein hydrolysate
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1 INTRODUCAO

O isolamento de proteina é basicamente, um processo de extragdo o qual
visa obter um produto livre de interferentes. Os isolados protéicos podem ser obtidos
de diversas matérias-primas, tais como: soja, leite, feijao, amaranto, pescado, entre
outros. O preparo de isolados protéicos a partir de subprodutos da industria
processadora de pescado tem recebido mais atencdo nestes Ultimos anos (Slizyte et
al.,, 2005). Na intengéo de valorizar os co-produtos resultantes da filetagem, varias
pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de desenvolver métodos para converter
estes residuos em produtos Uteis (Gebauer e Eikebrokk, 2005; Kato et al., 2004;
Laufenberg et al., 2003; Guerard et al., 2002; Coello et al., 2002).

Os residuos das industrias de pescado sdo uma importante fonte de
contaminacdo do meio ambiente. Uma reducdo desses residuos é uma estratégia
importante na recuperacao do marketing dos co-produtos gerados pelo processamento
do pescado. Os métodos mais comuns empregados para processar residuos
aquaticos estado focados na producado de éleo/alimentacdo animal, de silagem e de
fertilizantes organicos. A utilizacdo desses co-produtos € uma oportunidade importante
para a industria de tecnologias limpas, assim como pode potencializar os ganhos da
empresa, diminuindo também os custos com o tratamento desse residuo

(Arvanitoyannis e Kassaveti, 2008).

Ao contrario das proteinas vegetais, tais como as de soja, as proteinas
animais sao ricas em lisina, um amino&cido essencial com propriedades funcionais. As
proteinas de pescado tendem a ser muito grandes, com uma inerente capacidade de
retencdo de agua. Rathna e Damodaran (2002) reportaram que, para a aplicacao de
hidrogéis, as propriedades fisicas dos polimeros de pescado sdo muito superiores as
das proteinas vegetais. Os grupos amino (-NH,) dos residuos de lisina das proteinas
podem ser modificados com grupamentos carboxilicos pela reagcdo com dianidrido
etilenodiamino tetraacético (Rathna e Damodaran, 2001).

Modificagbes quimicas de proteinas tém sido utilizadas extensamente com
os propositos de expor grupos funcionais do interior das proteinas, determinarem
grupos funcionais de enzimas e também ajudar a entender o modo de acao de drogas
(Solanki et al., 2008; Kurniawan et al., 2007; Zhang e Ping, 2006; Leonard et al., 2005;
Rathna e Gunasekaran, 2004).
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Os polimeros sintéticos possuem propriedades estruturais e funcionais
limitadas, enquanto que os polimeros naturais sdo Unicos, possuindo varias
propriedades funcionais e estruturais importantes para diferentes tipos de processos
industriais (Amiya e Tanaka, 1987). As propriedades mecanicas e de intumescimento
de hidrogéis elaborados a partir de polimeros naturais podem ser melhorados por
modificagdes quimicas ou fisicas dos grupamentos funcionais (Rathna e Damodaran,
2002; Lu e Chen, 1999). As modificagbes nao alteram as caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade das proteinas. Entretanto, propriedades
adequadas podem ser concedidas e entdo, os polimeros naturais poderiam substituir
alguns sintéticos potencialmente toxicos, os quais sdo indesejados para muitas

aplicacoes.

Em geral, materiais com alta capacidade de absorver agua possuem um
grande numero de atributos que os fazem atrativos em diferentes aplicacdes. A
propriedade basica da elevada absorcdo de agua tem sugerido o uso de materiais
absorventes em muitas outras aplicacées, incluindo papel toalha, esponjas cirlrgicas,
bandejas de venda de carnes por varejo, tapetes de banheiros e curativos medicinais
(Hwang e Damodaran, 1996).

O hidrogel é uma classe de material leve e Umido, cujas propriedades
dependem da rede polimérica construida e de seu contelido de agua (Cheng et al.,
1998). Um dos grandes desafios que confronta a ciéncia de materiais atualmente é o
desenvolvimento de uma nova geragado de biomateriais para reparo do organismo
humano e também para combater problemas relacionados com a poluicdo. A
permeabilidade de proteinas de diferentes pesos moleculares em um hidrogel
biodegradavel, um sistema-modelo para a liberagdo controlada de macromoléculas
biologicamente ativas, tem sido largamente investigada.

A sintese de um hidrogel envolve basicamente trés passos, primeiro, a
dissociacao e parcial desnaturacao da proteina, segundo, a modificacdo dos residuos
de lisina com dianidrido etilenodiamino tetraacético ou outro dianidrido tetracarboxilico
para proporcionar o desdobramento da proteina e realgar o carater polianiénico da
proteina, e por ultimo, a ligacdo cruzada da proteina modificada com um reagente
bifuncional para obter uma rede polimérica insollvel com capacidade de absorver uma

grande quantidade de agua.
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O presente trabalho teve como objetivo produzir um hidrogel a partir da
modificagdo quimica das proteinas provenientes de subprodutos da industrializagao da
corvina (Micropogonias furnieri) e caracterizar estruturalmente as proteinas

modificadas.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi o residuo do processamento da corvina
(Micropogonias furnieri), pescado oriundo das industrias processadoras da cidade de
Rio Grande, localizada no sul do Brasil. O pescado foi transportado em recipientes
com gelo, na proporgcéo de 1:1, para o Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
FURG (Universidade Federal do Rio Grande), onde foi realizado processamento do
isolado protéico de pescado. Primeiramente, o pescado foi filetado, apds a separacao
do residuo, este foi lavado com agua clorada e moido em extrussor a frio, e
posteriormente foi congelado em freezer a -18°C até sua utilizacao.

2.2 Hidrolisado protéico

Foram realizados dois tipos de processo de extracdo quimica da proteina
por mudanca de pH (ou pH shifting process) para a obtengéo dos isolados protéicos,
aplicando solubilizagdo é&cida e alcalina, homogeneizando a amostra com &gua
destilada na proporcao de 1:5. O processo foi realizado em um reator encamisado de
vidro, associado a um banho termostatizado e acoplado a um agitador de eixo-hélice.
Como agente alcalinizante foi utilizado NaOH 1M e como agente acidificante HCI 1N, o
processo alcalino foi de 20 min a 20°C em pH 12 e o processo acido foi de 20 min a
30°C em pH 2,5. Ap6s a extracao, o produto solubilizado foi centrifugado a 7500 rpm
por 15 min. Nesta centrifugacdo a amostra ficou separada em trés fases, a fase
superior (lipidios neutros) e a fase inferior (proteinas insollveis) foram descartadas, e
a fase intermediaria (proteinas sollveis) foi submetida a precipitacdo com acido ou
com alcali até atingir o ponto isoelétrico das proteinas (pH = 4,5), utilizando como
agente acidificante HCI 1N e alcalinizante NaOH 1M, com um tempo de exposicao de
20 min a 30°C sob agitacdo continua. Apés, foi realizada nova centrifugacao a 7500
rom por 15 min, descartando o sobrenadante. O precipitado obtido, denominado de
isolado protéico foi armazenado a -18°C até ser liofilizado (Martins et al., 2009).
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2.3 Modificacao do hidrolisado protéico

O isolado protéico de corvina foi modificado com EDTAD, segundo método
descrito por Hwang e Damodaran (1997). Uma solucdo protéica de 1% foi ajustada
para pH 12 com uma solugdo de NaOH 1N; aquecida a 65°C por 30 min e resfriada
em banho com gelo. A proteina pré-tratada foi reagida com EDTAD sélido, nas
proporgcoées de 0,05, 0,08, 0,1, 0,2 e 0,5 para 1 g de proteina. Durante o periodo de
reacédo de 2 a 3 h, a solucéo protéica foi homogeneizada por um agitador magnético.
Quantidades incrementais de dianidrido foram adicionadas durante os primeiros 30 a
90 min, a reacao foi realizada a temperatura ambiente, e o pH da solucdo protéica,
durante a reagao, foi mantido constante pela adicdo de NaOH 1N. A reacéo terminou
quando o pH permaneceu constante por 30 min. O pH da solucdo protéica foi entao
ajustado para 7, e entdo, dialisada exaustivamente com agua deionizada por 24 h a
4°C com o auxilio de membranas de peso molecular entre 6000-8000 kDa. Logo em
seguida o modificado foi liofilizado em equipamento da marca Labconco, modelo 195,
a uma presséo de 121 x 10 MBar e utilizando o coletor a -48°C.

2.4 Determinacao do conteudo protéico

A determinagdo de proteina dos isolados modificados foi realizada
segundo o método descrito por Scopes (1974), que consistiu em medir a absor¢do no
ultravioleta em dois comprimentos de onda (205 e 280 nm) e duas concentracdes de
proteinas, 5 a 25 ug mL™" para leitura a 205 nm, e 50 a 1000 pyg mL" para leitura a 280
nm. Para isto, as amostras devem estar purificadas, geralmente dialisadas e
liofilizadas. O erro deste método esta estimado em menos de 2%. O conteudo protéico
foi determinado segundo a Equacéo 1.

A 205

A
27+120 2% j
( A205

Onde Ay € a absorbancia lida em 205 nm; Asgg € a absorbancia lida em 280 nm; 27 é

P(mg/mL)=

Equacao (1)

o coeficiente de extingdo e 120 é o resultado da média da absorbancia do triptofano e

tirosina (3,85) a 205 nm, multiplicado pelo coeficiente de extingdo 31.
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2.5 Extensao da modificacao

Os isolados protéicos resultantes de solubilizacido acida e alcalina foram
modificados quimicamente pelo EDTAD nas proporcoes de 1 g de proteina para 0,05,
0,08, 0,1, 0,2 e 0,5 do reagente quimico. Apds esta etapa, os isolados modificados
foram dialisados e liofilizados. A extensdo da acetilacdo foi expressa como a
porcentagem do total de lisinas residuais modificadas. O conteldo de lisina nao
modificado e da proteina acetilada foi determinado pelo método do acido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfurico (TNBS) como descrito por Hall et al. (1973). Para 1 mL de 4%
de NaHCO; foi adicionado 0,8 mL de uma solucdo contendo menos que 5 mg de
proteina, seguido pela adicdo de 0,2 mL de uma solugdo de TNBS (12,5 mg mL™). A
mistura foi incubada a 40°C por 2 h, e foi adicionado 3,5 mL de HCI concentrado. O
tubo foi tampado e mantido a 110°C por 3 h quando, apés resfriamento, o volume foi
completado até 10 mL com agua deionizada. A solucéo foi extraida duas vezes com
éter etilico. O tubo foi destampado e mantido a 40°C para permitir que o éter residual
evaporasse. A absorbancia da solucdo (¢-TNP lisina) foi medida a 415 nm em
espectrofotébmetro Shimadzu UV-1601 PC. A quantidade de residuos reativos de lisina
da proteina acetilada e nado acetilada foi determinada a partir de curva-padréao
construida com a lisina nas concentragdes de 0 a 0,3 mg.

2.6 Titulacao eletrométrica

Todas as titulagdes eletrométricas foram realizadas a temperatura
ambiente (25 + 2°C) utilizando uma suspenséo de 0,1% proteina em hidrocloreto de
guanidina 6M como descrito por Nozaki e Tanford (1967). Os tituladores utilizados
foram NaOH 0,5 N e HCI 0,5 N. Uma aliquota de 40 mL da solucao protéica em
hidrocloreto de guanidina 6M foi colocada em um recipiente de titulagdo. Esta solucao
foi levada até pH 2 e ap6s conduzida até pH 9. A esta solucao foi adicionada aliquotas
de 0,1 mL de solucdo de NaOH ou HCI a cada 30 s. Apés cada adicdo, o pH da
solucao protéica foi registrado utilizando um titulador (Modelo 450, Fischer Scientific
Instruments) equipado com um eletrodo de pH combinado com eletrodo de referéncia
de cloreto de prata. A curva de titulagdo para o hidrocloreto de guanidina (branco)
também foi realizada sob condigdes idénticas. A curva de titulagdo do branco foi
subtraida da curva de titulacdo da solucédo protéica para se obter apenas a curva de
titulacao da proteina. O nimero de mols de grupos carboxilicos por mol de proteina foi
determinado a partir do nimero de mols de NaOH consumidos pelos 10° gmol de
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proteina para a titulagcdo a partir do pH 2 até o ponto isoiénico da proteina. O ponto
isoibnico é o pH da solucao protéica apos exaustiva dialise com agua deionizada.

2.7 Eletroforese

Foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacriamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) numa concentragao de 12%, a determinagao foi
realizada de acordo com o método de Laemmli (1970). Todas as amostras foram
tratadas com 5% de B-mercaptoetanol. Os géis foram passados a uma corrente de
0,02 A por 1 h e depois aumentada para 0,04 A por mais 1 h. A coloracdo dos géis
ocorreu em uma solugao contendo metanol 50% (v/v), acido acético glacial 6,8% (v/v)
e Coommassie Brilliant Blue-R (1 mg mL™"), por aproximadamente 3 h. Os géis foram
descorados em uma solugdo contendo acido acético 7,5% (v/v) e metanol 5% (v/v),
renovando-se a solugdo até a revelacdo nitida do gel. Os marcadores de peso

molecular utilizados foram da marca Sigma.
2.8 Ligacao Cruzada por Glutaraldeido

Uma solucdo de 10% do isolado de pescado modificado com EDTAD foi
ajustada para pH 9 pela adicdo de uma solucdo de NaOH 1 M e homogeneizada; o
volume final desta solucéo foi de 10 mL. Foi adicionada uma solucdo de glutaraldeido
25% a uma proporgcao de 0,02:1 (glutaraldeido/proteina, p/p). Depois da adicdo do
agente de ligagdo cruzada, a solugdo foi homogeneizada, e deixada em repouso
durante toda a noite a temperatura ambiente. A solucao foi colocada em estufa a 40°C
por 48 h, para a secagem e posterior trituracdo (Hwang e Damodaran, 1996).

2.9 Cinética da Absorcdo de Agua

Uma amostra do gel de 20-30 mg foi colocada em um envelope feito a
partir de nylon e um complexo de papel (Bolmet Inc.), que posteriormente foi selado a
quente (40 x 60 mm). Este envelope ficou submerso em agua Milli-Q por 24 h, entao
foi centrifugado a 214 x g por 5 min, e pesado imediatamente. Todos os estudos de
absorcao de agua foram realizados a temperatura ambiente (25 = 2°C). A quantidade
de agua absorvida pelo gel foi indicada pelo peso da agua absorvida dividida pelo
peso do gel seco. A secagem do gel foi realizada em estufa a 105°C até peso
constante (Hwang e Damodaran, 1997).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extensao da modificacao dos isolados

A concentracdo final de EDTAD utilizada foi definida pelo grau de
modificacdo dos residuos de lisina. A quantidade de proteina nos isolados modificados
ficou em torno de 50-70%, nao apresentando relagdo com a quantidade de lisina
modificada.

Na Figura 1 podemos observar o grau de modificacdo dos residuos de
lisina, nas diferentes concentragdes de EDTAD utilizadas, que mostrou crescimento
linear com o aumento da concentracdo de EDTAD. O isolado acido, na proporcao
EDTAD/Qproteina (0,5) atingiu 72,4% de modificagéo dos residuos de lisina, enquanto o
alcalino alcangou uma modificacdo maxima de 63,5% na mesma condigdo. Em estudo
similar com um isolado alcalino de filé de pescado e na mesma proporcdo de
EDTAD/guroteina foi encontrada uma modificacdo de 75,9% (Hwang e Damodaran,
1997). Utilizando-se hidrolisado de proteinas de soja, foi encontrado que na proporcao
EDTAD/Qproteina (0,5) 90% dos residuos de lisina foram modificados, mostrando que
estas proteinas sdo mais susceptiveis a modificacdo quimica (Hwang e Damodaran,
1996).
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Figura 1 Extensdo da modificacdo dos isolados protéicos (e) acido e (m) alcalino de

residuos de corvina.
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Como os residuos de lisina sdo necessarios para a ligacdo cruzada das
proteinas modificadas com glutaraldeido, foram definidos como valores maximos de
extensdo da modificagdo os encontrados na concentragao de 0,5 (EDTAD/proteina,
p/p). Se a modificacdo continuasse se teria uma quantidade reduzida de lisina,
portanto, sem muitos sitios para a absorcdo de agua, o contrario também néo pode
acontecer, pois tendo muita lisina disponivel, ndo existiria espaco para que a agua
fosse absorvida, isto fica claro quando sao realizados os estudos de intumescimento.

3.2 Eletroforese

A Figura 2 mostra a andlise de SDS-PAGE para os isolados alcalinos e
acidos nao-modificados e modificados quimicamente, mostrando a polimerizacao
ocorrida durante a modificagdo com o EDTAD. Um aumento na quantidade de
polimeros de alto peso molecular foi indicado, pois esses polimeros ndo conseguiram
passar pelos géis de separacdo. Segundo Hwang e Damodaran (1997) a
polimerizagao deve ser primeiramente devido a formagéao de ligagdes intermoleculares
realizadas pela adicdo do EDTAD. Também é possivel a formacéao de outras ligacdes
covalentes, podendo estas serem produzidas sob as condi¢cdes da reagido alcalina
utilizada para a modificagéo.

Estas amostras foram tratadas com 5% de B-mercaptoetanol e 10% SDS,
entdo os polimeros de alto peso molecular apresentados na Figura 2 ndo podem ser
resultado de ligacbes dissulfidicas, devem ser resultado de ligacbes cruzadas
proporcionadas pelo agente bifuncional EDTAD. Previamente, foi demonstrado que as
ligagbes cruzadas de proteina pelo EDTAD em baixas concentragbes ocorrem
somente quando as moléculas de proteinas estdo em estado oligomérico ou agregado
(Hwang e Damodaran, 1996). Isso nos leva a acreditar que o pH 12 e a temperatura
de 65°C no pré-tratamento ndo sdo suficientemente drasticos para dissociar as
proteinas miofibrilares e prevenir as ligacées proteina-proteina pelo agente bifuncional
EDTAD.

Foi observado que ocorre uma diminui¢do na intensidade das bandas das
proteinas com o aumento da extensdo da modificagdo nos SDS-PAGE (Figura 2), mas
essa diminuicdo ndo é devido a perda de proteina, como resultado das hidrolises,
acida ou alcalina. Esse comportamento € atribuido a falta de capacidade que as

proteinas modificadas tém de absorver a cor da solugao.
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Figura 3 Grupamentos carboxilicos existentes no isolado alcalino ndo modificado e nos
isolados modificados com EDTAD.

Foi observado na analise da extensdo da modificacdo que quanto mais
EDTAD adicionado durante o processo, maior a quantidade de residuos de lisina
modificados. Essa modificacdo dos residuos de lisina tem uma ligacao direta com a
quantidade de grupamentos carboxilicos adicionados na molécula. Segundo Hwang e
Damodaran (1996) a modificagdo quimica dos residuos da lisina com um dianidrido
tetracarboxilico possibilita a introducdo de um grande ndmero de grupos carboxilicos
dentro da molécula de proteina. Esta adicdo de grupamentos carboxilicos causa um
extenso desdobramento da molécula protéica via repulsao eletrostatica intramolecular,
o que concede um carater polianiénico a proteina com numerosos locais de ligacao

para a agua.

O isolado alcalino ndo modificado apresentou 124 grupamentos
carboxilicos e pode ser observado na Figura 3 que quanto maior o grau de
modificacdo dos isolados, maior o nimero de grupamentos carboxilicos, ou seja,
quanto maior a quantidade de residuos de lisina modificados, maior 0 nimero de
grupamentos carboxilicos. O isolado que obteve 63,5% da lisina modificada alcangou
uma quantidade de 332 grupamentos carboxilicos.

Os isolados modificados produzidos a partir do isolado acido (Figura 4)
apresentaram quantidades de grupamentos carboxilicos menores quando comparados
com os modificados a partir do isolado alcalino, sendo que o isolado modificado 1:0,5
(proteina:EDTAD, p/p) apresentou uma modificagdo nos residuos de lisina (72,4%)

maior que o alcalino, porém chegou a um maximo de 311,4 grupamentos carboxilicos.
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Figura 4 Grupamentos carboxilicos no isolado &cido nao modificado e nos hidrolisados
modificados com EDTAD, provenientes de residuos da corvina.

A relagdo entre o conteudo de residuos de lisina e a quantidade de
grupamentos carboxilicos modificados a partir do EDTAD esta em fungéo da extenséo
da modificacdo. O isolado acido apresentou 0,494 mg de lisina e 187,98 grupamentos
carboxilicos, enquanto que o isolado modificado 73,5% obteve 0,136 mg de lisina e
311,4 grupamentos carboxilicos. Assim, o isolado alcalino apresentou 0,488 mg de
lisina e o modificado com 63,5% obteve 0,178 mg de lisina e 332 grupamentos
carboxilicos. Hwang e Damodaran (1996) verificaram a quantidade de grupamentos
carboxilicos introduzidos em isolados de soja modificados com EDTAD, foi observado
que para o isolado nao-modificado e EDTAD-modificado 49% e 91%, a quantidade de

grupamentos carboxilicos foi de 146, 212 e 295, respectivamente.

A reacao de residuos de lisina com o EDTAD, em solucbes aquosas, pode
seguir duas rotas diferentes. Em uma primeira reagdo, uma molécula de EDTAD reage
simultaneamente com dois residuos de lisina a partir de duas moléculas de proteina
ou cadeias polipeptidicas de uma proteina para formar uma ligacdo. Quando a reacao
procede segundo esta reacdo, o resultado é a incorporagdo de apenas um
grupamento carboxilico por residuo de lisina. Na segunda rea¢do, uma molécula de
EDTAD reage com um residuo de lisina e uma molécula de agua. Nesta reacao trés
grupamentos carboxilicos por residuo de lisina séo incorporados dentro da molécula
de proteina. Entdo, os resultados obtidos nesse trabalho, indicam que a reacéo
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quimica com o EDTAD seguiu preferencialmente a segunda reacao, pois foi obtido um
grande aumento nos grupamentos carboxilicos enquanto a quantidade de lisina era
diminuida nos isolados modificados, porém nao se pode afirmar exatamente quantos
grupamentos carboxilicos foram incorporados por residuo de lisina, pois nao foram
identificados quantos residuos de lisina existem em cada um dos isolados

modificados.
3.4 Cinética de absorcao de agua

A capacidade de absorgcdo de agua dos biopolimeros produzidos foi
avaliada através das modificacbes quimicas dos isolados protéicos. As Figuras 5 e 6
apresentam os graficos com o comportamento da capacidade de intumescimento dos

hidrogéis com diferentes graus de modificagdo quimica ao longo de 24 h.

Quanto maior o grau de modificacdo quimica, maior a capacidade do
hidrogel de absorver agua. Isso ocorre porque ao aumentarmos a quantidade de
EDTAD mais residuos de lisina sdo modificados e, portanto, o hidrogel tem mais
espacgo para capturar agua dentro de sua rede polimérica, pois como ja foi comentado
anteriormente, se a molécula possui muita lisina disponivel, consequentemente,
existem muitos locais de ligacdo para a agua, porém nao se tem muito espaco para a

absorcao de agua dentro da estrutura polimérica formada.
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Figura 5 Cinética de absorcdo dos hidrogéis produzidos a partir do isolado acido
proveniente de residuos da corvina. m Acido; ® Acido 1:0,05 (proteina:EDTAD, p/p); A
Acido 1:0,08; ¥ Acido 1:0,1; ¢ Acido 1:0,2; < Acido 1:0,5

Os hidrogéis produzidos a partir dos isolados acido e alcalino, obtiveram
uma maior absorcdo de agua com o passar do tempo, porém, mais de 70% da
capacidade de absorcao de agua foi demonstrada nas primeiras horas de imersao dos
géis em agua. A taxa de absorcao de agua dos hidrogéis é influenciada por diversos
fatores, incluindo a troca ibnica (Gehrke, 1993), a taxa de difusdo de agua e a
proporgao de relaxamento do polimero (Dave et al., 1995; Gehrke, 1993; Okuyama et
al., 1993). Inicialmente, a absor¢do de agua é governada somente pela difusdo das
moléculas de agua dentro da matriz do gel. Observando as Figuras 5 e 6, os dados
mostram que a absorcdo de dgua aumenta drasticamente nas primeiras horas. Neste
estagio, as moléculas de proteina sao hidratadas e interacbes proteina-proteina sao
rompidas pela absorcdo de agua. A taxa de relaxamento do polimero durante a
hidratagdo é geralmente mais lenta que a taxa de difusdo de agua dentro do gel, o
processo de relaxamento do polimero geralmente é o fator limitante para a absorcao

de agua.

Os hidrogéis formados a partir do isolado acido apresentaram uma maior
capacidade de retencdo de agua quando comparado com os hidrogéis produzidos a
partir do isolado alcalino, isso se deve a maior extensdo da modificagao dos residuos
da lisina, que este apresentou.

O isolado acido sem modificacdo alcancou uma absorcao de agua de 9,22
J agua/Jgel seco €M 24 h, e o isolado modificado EDTAD/ proteina (p/p) 0,05 apresentou
51,17 g squa/9gel seco- EStES Valores mostram que por menor que seja a modificagdo dos
residuos de lisina, é possivel aumentar a absor¢cdo de agua, nesse caso em torno de 5
vezes mais que o valor inicial. O mesmo ocorreu para os hidrogéis preparados a partir
do isolado alcalino que mesmo com a menor modificagdo quimica conseguiu aumento
consideravel na capacidade de intumescimento dos hidrogéis. A difusdo através de
polimeros é principalmente influenciada por interacdes idnicas e a densidade da
ligacdo cruzada durante a formacado da rede polimérica. Um aumento na densidade
das ligagbes cruzadas diminui o intumescimento e assim a difusdo pelo melhoramento
da estabilidade da rede (Pal et al., 2007).
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O valor maximo de absorcdo de agua para o hidrogel preparado com o
isolado &cido foi de 103,25 g agua/gel seco quando utilizado o isolado modificado 0,5
(EDTAD/proteina, p/p). Para o hidrogel a partir do isolado alcalino, o maximo de

absorcéo de agua foi de 79,42 g sgua/Jgel seco, NAS Mesmas condigoes.
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Figura 6 Cinética de absorcao de agua dos hidrogéis formulados a partir do isolado
alcalino proveniente de residuos da corvina. = Alcalino; e Alcalino 1:0,05
(proteina:EDTAD, p/p); A Alcalino 1:0,08; ¥ Alcalino 1:0,1; ¢ Alcalino 1:0,2; <«
Alcalino 1:0,5

Hwang and Damodaran (1997) produziram um hidrogel a partir de um
isolado protéico obtido por solubilizagéo alcalina de muisculo de pescado e avaliaram a
capacidade de absorcdo de agua de duas maneiras. Primeiro testaram a absorgcao de
agua somente com as ligagbes cruzadas S-S e alcangaram um maximo de 589 g
agua/Jgel seco» depois adicionaram glutaraldeido 0,01 (glutaraldeido/proteina, p/p) a
mesma proteina modificada e verificaram que a absorg¢ao de agua foi muito menor em
torno de 220 g squa/dgel seco- D€ qualquer maneira, o aumento nas ligagbées cruzadas, por
causa da adicao do glutaraldeido impede, parcialmente, a absor¢do de agua dos géis.
Porém, se os géis forem ser usados para absorver agua sob certa presséao, a ligacao
cruzada com glutaraldeido é preferida em relacdo aos géis formados somente com

ligagéo cruzada S-S, pois estes sdo bem mais frageis.
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O hidrogel produzido por Hwang e Damodaran (1997) a partir de musculo
de pescado mostrou valores superiores (220 Qagua/Jgel seco) 20S €ncontrados em nosso
estudo (79,42 e 103,25 g 4gua/Jgel seco)s @ partir dos isolados modificados alcalino e
acido, respectivamente. Porém deve ser ressaltado que os isolados protéicos
utilizados nesse trabalho possuiam uma quantidade remanescente de gordura (7-9%)
e provavelmente, por isso, ndo foram alcangados valores superiores de absorcéo de
agua.

4 CONCLUSAO

Foi verificada a possibilidade de formular hidrogéis, biopolimeros com
grande capacidade de absorcédo de agua a partir de isolados protéicos produzidos com
residuos de corvina. Seria uma alternativa promissora para aumentar a produtividade
das industrias de pescado, pois ao mesmo tempo em que estariam dando uma
finalidade para o residuo do processamento do pescado, estariam produzindo um
novo produto.

Os hidrogéis produzidos apresentaram uma estrutura rigida, pois foram
constituidos usando como agente de ligacdo cruzada o glutaraldeido e por isso
possuem uma estrutura mais resistente a situacbes adversas que outros materiais
semelhantes. Portanto, estes possuem um amplo espectro de aplicagcbes em qualquer

produto que precise dessas caracteristicas de absorgdo de agua.
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5.5 CAPACIDADE DE ABSORGCAO DE AGUA DE HIDROGEL A BASE DE
PROTEINAS DE PESCADO SUBMETIDO A TRATAMENTO COM ETANOL
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CAPACIDADE DE ABSORGAO DE AGUA DE HIDROGEL A BASE DE PROTEINAS
DE PESCADO SUBMETIDO A TRATAMENTO COM ETANOL

RESUMO

Os polimeros hidrofilicos podem formar hidrogéis, que sdo capazes de absorver e
reter mais de cem vezes 0 seu peso em agua € sdo conhecidos como materiais
superabsorventes. As propriedades destes hidrogéis tém atraido a atencao de muitos
pesquisadores e tém encontrado uma ampla faixa de aplicagdes em diversos campos
da ciéncia, tais como, medicina, agricultura, processos de separacdo, produtos de
consumo e industria de alimentos. Polimeros superabsorventes baseados em produtos
naturais tém atraido a atencao por serem biocompativeis, biodegradaveis e ndo serem
toxicos. O uso de fontes renovaveis para a producdo de materiais poliméricos esta
possibilitando a industria ser menos dependente de fontes fésseis, o que tem focado a
atencao para o emprego de polimeros naturais, tais como, celulose, amido, gelatina,
quitosana, carragena e proteina. O objetivo deste estudo foi produzir um hidrogel
superabsorvente a partir das proteinas de pescado, e verificar sua capacidade de
absorcdo de agua quando submetido a tratamento com etanol. Os hidrogéis foram
produzidos a partir de isolados protéicos de residuos da corvina (Micropogonias
furnieri) provenientes de solubilizacdo alcalina ou acida (pH shifting process). Estes
isolados foram modificados quimicamente com dianidrido etilenodiamino tetraacético e
adicionados do agente de ligagdo cruzada (glutaraldeido). Para avaliar as
propriedades dos biopolimeros produzidos, foi verificada a extensédo da modificagao
dos residuos de lisina, cinética da capacidade de retencdo de agua, efeito do pH e
forca ibnica sobre a absorcao de agua dos hidrogéis e comportamento do biopolimero
quando aplicadas sucessivas hidratacées e desidratacdes. Os resultados mostraram
que foi possivel produzir hidrogéis a partir de todos os isolados protéicos avaliados. Os
biopolimeros quando tratados com etanol apresentaram uma capacidade de
intumescimento muito superior aos hidrogéis sem a aplicagdo do etanol. O modificado
protéico proveniente de solubilizagdo &cida sem o tratamento com etanol atingiu a
maxima absor¢éo de agua de 103,25 gsgua/Jgel seco, €NQUANtO que @ mesma amostra
tratada com etanol alcangou 216,05 Qagua/gel seco-

Palavras-chave: Pescado, hidrogel, isolado protéico, biopolimero, etanal,
superabsorvente.
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ABSTRACT

Crosslinked hydrophilic polymers can form hydrogels that are able to absorb and retain
hundreds of times their weight of water and are known as superabsorbents. The
properties of these hydrogels have attracted the attention of many researchers and
technologists and have found wide-spread applications in many fields, such as drug
delivery systems, agriculture, separation processes, consumer products and food
industries. The use of renewable resources in polymeric materials production is paving
the way for a future industry less dependent on fossil resources for raw material.
Natural-based superabsorbent polymers have attracted much attention because of
their non-toxicity, biocompatibility and biodegradability. Recently, attention has been
focused on employing natural polymers such as cellulose, starch, gelatin, chitosan,
carrageenan and protein to produce hydrogels. The aim of this study was to produce a
biopolymer, with superabsorbent properties, from fish proteins and verify the swelling
behavior of protein-based hydrogel when treated with ethanol. The hydrogels were
performed from protein isolated, acid and alkaline, from Whitemouth croaker
(Micropogonias  furnieriy  wastes. These isolated were modified with
ethylenediaminetetraacetic dianhydride and added of a crosslink agent
(glutaraldehyde). To evaluate the biopolymers produced properties, was verified the
extent of modification from lysine residues, swelling kinetics, effect of pH and ionic
strength on water uptake and reversible swelling-deswelling. The results showed that it
was possible the production of hydrogels from all protein isolated used. The
biopolymers when treated with ethanol showed a higher capacity of swelling than
without application of ethanol. The protein-modified acid without treatment with ethanol
reached a maximum of 103,25 Quater/Qay ge» While the same sample with ethanol
attained 216,05 Quater/Qary gel-

Keywords: Fish, protein isolate, hydrogel, biopolymer, ethanol, superabsorbent.
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1 INTRODUCAO

A recuperagdo e alteracdo das proteinas do pescado presentes em
subprodutos e a utilizacdo destas, como produtos industriais € uma alternativa
promissora. De qualquer forma, para a industria desenvolver processos para recuperar
e utilizar o residuo do processamento do pescado se torna mais viavel

economicamente do que descartar os mesmos (Kristinsson e Rasco, 2000).

Do pescado inteiro, cerca de 50% ¢é considerado residuo apds o
processamento e ndo é utilizado como alimento (Mackie, 1982). Com o crescimento da
populacdo mundial e o aumento na captura de pescado atualmente, esta-se a margem
de exceder a estimativa do limite da sustentabilidade que sugere um valor em torno de
100 milhdes ton/ano, e obviamente este aumento indica que é necessario utilizar os

recursos maritimos com mais inteligéncia e precaugao.

A hidrolise quimica é uma alternativa que aborda a recuperagdo da
biomassa a partir do pescado e que resulta em um produto sollvel conhecido como
isolado protéico de pescado. Esse hidrolisado sollivel é submetido a desidratacao,
resultando em maior estabilidade e alto conteldo de proteina (Guerard et al., 2002).

Para a aplicacao de hidrogéis, as propriedades fisicas dos polimeros de
pescado sdo muito superiores as das proteinas vegetais, pois as proteinas animais
sao ricas em lisina (Rathna e Damodaran, 2002). As proteinas de pescado tendem a
ser muito grandes, com uma inerente capacidade de retencdo de agua. Os residuos
de lisina (-NH,) das proteinas podem ser modificados com grupamentos carboxilicos
pela reagcdo com dianidrido etilenodiamino tetraacético (Rathna e Damodaran, 2001).
Tais modificagcdes nos residuos de lisina das proteinas podem conduzir a hidrogéis
com alta capacidade de retencdo de agua e transparéncia.

As modificacbes quimicas das proteinas ficaram comuns nos anos 50, as
técnicas foram originalmente desenvolvidas para ajudar nas analises estruturais de
moléculas de proteinas, para investigar o estado fisico-quimico de varios residuos de
aminoacidos em uma molécula de proteina e para identificar os residuos de
aminoacidos participantes em uma funcao particular da proteina. (Matsushima et al.,
1996).
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As modificacbes quimicas das proteinas permitem a introducdo e
exposicdo de grupos funcionais, 0os quais sao inacessiveis pelas técnicas
convencionais de mutagenicidade (Desantis e Jones, 1999). Esta técnica também é
utilizada para modificar a especificidade de enzimas, e dentro da industria
farmacéutica, ajudam a entender o modo de acdo de medicamentos (Solanki et al.,
2008; Kurniawan et al., 2007; Zhang et al., 2006).

As modificagbes nao alteram as caracteristicas de biodegradabilidade e
biocompatibilidade das proteinas. Entretanto, podem ser geradas propriedades
adequadas aos polimeros naturais que poderiam substituir alguns polimeros sintéticos
potencialmente tdxicos, os quais sdo indesejados para muitas aplicacoes.

Nos ultimos anos vém crescendo o interesse na producdo de polimeros
biodegradaveis obtidos a partir de fontes renovaveis. Quando sao desejados materiais
absorventes as caracteristicas mais requisitadas sédo hidrofilicidade e absorcdo de
agua. Além disso, polimeros elaborados a partir de produtos naturais, tais como,
polissacarideos e proteinas, representam materiais de interesse que estao disponiveis

a um baixo custo (lannace e Nicolais, 1997).

Os hidrogéis sao estruturas poliméricas sélidas, as quais contém uma
fracdo significativa de agua, regularmente acima de 90%. A estrutura polimérica
tridimensional no hidrogel é usualmente feita por ligagdo cruzada, ndo somente por
interacdes fisicas, tais como, Van der Waals ou ligagdes de hidrogénio, mas também
por ligacdes covalentes formadas por reagentes de ligagao cruzada ou y-irradiacao
(Kunioka e Choi, 1998).

Os hidrogéis a base de proteinas sdo capazes de absorver entre 80 e 300
g de agua por grama de gel seco, dependendo da extensdo da modificacao,
densidade da ligagdo cruzada e concentracdo de proteina, utilizados durante o
processo. ApOs a etapa de adicdo do agente de ligacdo cruzada permanece uma
quantidade significante de estruturas dobradas, tais como, a-hélice e B-sheet, nos
polimeros protéicos, e estas estruturas podem fazer com que o hidrogel absorva uma
quantidade menor de liquido, pois estas estruturas podem se opor ao relaxamento da
cadeia protéica dificultando a difusédo de agua dentro da rede tridimensional (Hwang e
Damodaran, 1996).
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O desenvolvimento de novos hidrogéis com alta capacidade de absorcéo
de agua a partir de polimeros naturais tem sido de interesse nestes Ultimos anos
devido ao amplo potencial de aplicacdo como material para imobilizacdo de enzimas e
grande capacidade de retencdo agua (Park e Hoffman, 1992; Dubrovskii et al., 1990).
Esses polimeros biodegradaveis podem ser consumidos por microrganismos e sao
reduzidos a compostos simples, tais como, diéxido de carbono, agua e ambnia (Hideki,
1992).

Convertendo estas estruturas protéicas enroladas em uma cadeia mais
linear é possivel aumentar a capacidade de retencdo de agua, mas para tal é
necessario desnaturar a estrutura f do tipo pregueada e isto pode ser realizado
através da adicdo de solventes organicos (Rathna e Damodaran, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo produzir um hidrogel através da
modificacdo quimica de isolados protéicos de corvina (Micropogonias furnieri)
modificados quimicamente com solventes organicos, e verificar sua capacidade de

absorcao de agua quando submetido a tratamento com etanol.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi o residuo do processamento da corvina
(Micropogonias furnieri), proveniente das indlstrias processadoras de pescado da
cidade de Rio Grande, localizada no sul do Brasil. O pescado foi transportado em
recipientes com gelo, na propor¢do de 1:1, para o Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da FURG (Universidade Federal do Rio Grande), onde foi realizado o
processamento do isolado protéico. Apds a separacao do residuo do pescado, este foi
lavado com agua clorada e triturado, em seguida foi congelado a -18°C até sua
utilizagéo.

2.2 Processamento dos isolados protéicos

Foram realizados dois tipos de processos de extracdo quimica por
mudanca de pH (ou pH shifting process) para a obtencéo do isolado protéico, sendo a
proteina solubilizada por meio acido e alcalino, onde a amostra foi homogeneizada
com agua destilada na proporcao de 1:5. O processo de hidrélise foi realizado em um
reator encamisado de vidro, associado a um banho termostatizado e acoplado a um
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agitador de eixo-hélice. Como agente alcalinizante foi utilizado o NaOH 1M e como
agente acidificante o HCI 1N, o processo de solubilizagao alcalina foi de 20 min a 20°C
em pH 12 e o processo de solubilizagdo acida foi de 20 min a 30°C em pH 2,5. Ap6s
isto, o hidrolisado foi centrifugado a 7500 rpm por 15 min. Nesta centrifugacdo a
amostra ficou separada em trés fases: a fase superior (lipidios neutros) e a fase
inferior (proteinas insollveis) foram descartadas, e a fase intermediaria (proteinas
soluveis) foi submetida a precipitagdo acida ou alcalina até atingir o ponto isoelétrico
das proteinas (pH = 4,5), onde foi utilizado como agente acidificante o HCI 1N e
alcalinizante o NaOH 1M, com um tempo de exposicao de 20 min a 30°C sob agitacao.
Apos, foi realizada nova centrifugagdo a 7500 rpm por 15 min, o sobrenadante foi
descartado e reservado o precipitado, denominado de isolado protéico, logo foi
armazenado a -18°C até ser liofilizado em equipamento da marca Labconco, modelo
195 (Martins et al., 2009).

2.3 Modificacao dos isolados protéicos

Os isolados protéicos foram modificados com dianidrido etilenodiamino
tetraacético (EDTAD), segundo método descrito por Hwang e Damodaran (1997). Uma
solugao protéica de 1% foi ajustada para pH 12 com uma solucédo de NaOH 1M, entao,
foi aquecida a 65°C por 30 min e resfriada rapidamente em banho com gelo para voltar
a temperatura ambiente. A proteina pré-tratada foi reagida com EDTAD sélido.
Durante o periodo de reagdo de 2-3 h, a solugdo protéica foi misturada
constantemente, quantidades incrementais de anidrido foram adicionadas durante os
primeiros 30-90 min, a reacao foi realizada a temperatura ambiente e o pH da solucao
protéica, durante a reacao, foi mantido constante pela adicdo de NaOH 1M. A reacao
foi terminada quando o pH permaneceu constante por 30 min. O pH da solucéo
protéica foi entdo ajustado para 7, e esta foi dialisada exaustivamente com agua
deionizada por 24 h a 4°C em membranas de peso molecular entre 6000 e 8000 kDa.
Em seguida, o modificado foi liofilizado a uma pressdo de 121 x 10° MBar e utilizando

o coletor a -48°C em liofilizador da marca Labconco, modelo 195.
2.4 Determinacao do conteudo protéico

A determinagcdo do conteido de proteina presente nos isolados
modificados foi realizada segundo o método descrito por Scopes (1974), que utiliza
absorcdo ultravioleta em dois comprimentos de onda (205 e 280 nm) e duas
concentragdes de proteinas (de 5 a 25 ug mL™ para leitura a 205 nm, e de 50 a 1000
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ug mL" para leitura a 280 nm). Para tal as amostras devem estar purificadas,
geralmente dialisadas e liofilizadas. O erro deste método esté estimado em menos de
2%. O conteudo protéico foi determinado segundo a Equacao 1.

A 205

A
27+120 ZV j
( A 205

Onde Ay € a absorbancia lida em 205 nm; Asgg € a absorbancia lida em 280 nm; 27 é

P(mg/mL)= Equacao (1)

o coeficiente de extingdo e 120 é o resultado da média da absorbancia do triptofano e
tirosina (3,85) a 205 nm, multiplicado pelo coeficiente de extingdo 31.

2.5 Extensao da modificacao

A extensdo da acetilagdo foi expressa como a porcentagem do total de
lisina residual modificada. O conteldo de lisina ndo modificada e de proteinas
acetiladas foi determinado pelo método acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfurico (TNBS)
como descrito por Hall et al. (1973). Para 1 mL de 4% de NaHCO; foi adicionado 0,8
mL de uma solucdo contendo menos que 5 mg de proteina, seguido pela adicdo de
0,2 mL de uma solugdo de TNBS (12,5 mg mL™"). A mistura foi incubada a 40°C por 2
h, e 3,5 mL de HCI concentrado foi adicionado. O tubo foi tampado e mantido a 110°C
por 3 h e entdo, apbs resfriar, o volume foi completado até 10 mL com &gua
deionizada. A solucao foi extraida duas vezes com éter etilico. O tubo foi destampado
e mantido a 40°C para permitir que o residual de éter evaporasse. A absorbancia da
solugdo de cor amarela (e-TNP lisina) foi medida a 415 nm em espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1601 PC. A quantidade de residuos reativos de lisina das proteinas
acetiladas e nao acetiladas foi determinada a partir da curva padrdo construida
utilizando a lisina nas concentracdes de 0 a 0,3 mg.

2.6 Ligacao Cruzada por Glutaraldeido

Uma solugdo de 10% do hidrolisado de pescado modificado com EDTAD
foi ajustada para pH 9 e homogeneizada pela adicdo de uma solucdo de NaOH 1 M, o
volume final desta solugdo foi de 10 mL. Entdo, foi adicionada a solugdo de
glutaraldeido 25% a uma proporcao de 0,02:1 (glutaraldeido/proteina, p/p). Depois da
adicdo do agente de ligacdo cruzada, a solucédo foi homogeneizada, e deixada em
repouso durante toda a noite a temperatura ambiente.
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2.7 Tratamento com etanol

Apds a etapa de adicdo do agente de ligacdo, a amostra foi dividida em
duas partes, uma parte foi colocada em estufa a 40°C por 48 h, para a secagem e
triturada a outra parte foi suspendida em etanol por 3 h, durante este periodo o etanol
foi trocado no minimo duas vezes. O tratamento com etanol causa desnaturagdo da
proteina e desidratacao do gel. No final do tratamento com etanol o gel se apresentou
em forma de particulas secas, porém o gel foi colocado em estufa a 40°C por 2 h para
remover o residual de etanol e de umidade.

2.8 Cinética da absorc¢ao de agua do gel

Uma amostra do gel de 20-30 mg foi colocada em envelope feito a partir de
nylon e complexo de papel (Bolmet Inc.), que posteriormente foi selado a quente (4 x 6
cm). Este envelope ficou submerso em agua Milli-Q por 2, 4, 6, 8, 10 e 24 h, entao foi
centrifugado a 214 x g por 5 min, e pesado imediatamente. Todos os estudos de
absorcao de agua foram realizados a temperatura ambiente (25 t 2°C). A quantidade
de agua absorvida pelo gel foi definida como o peso da agua absorvida dividida pelo
peso do gel seco. A secagem do gel foi realizada em estufa a 105°C até peso
constante (Hwang e Damodaran, 1997).

2.9 Efeito da forca ionica sobre a capacidade de absorcao de agua do gel

A influéncia da forca idnica sobre a propriedade de absorcao de agua dos
géis foi testada pela imersao das amostras em varias concentracées de NaCl, a partir
de 0,01 até 0,15 M por um periodo de 24 h a temperatura controlada (25 * 2°C). Entéao
as amostras foram centrifugadas a 214 x g por 5 min e pesadas imediatamente. A
quantidade de agua absorvida foi calculada pelo peso de agua adquirido dividido pelo
peso do gel seco. O gel foi seco em estufa a 105°C até peso constante. Também foi

realizada uma amostra controle, sem adicdo de sal.
2.10 Efeito do pH sobre a capacidade de absorcao de agua

A influéncia do pH sobre o comportamento da absorcdo de agua do
hidrogel foi determinada pela colocacdo de amostras de gel seco em tampdes de
diferentes pHs, alcancando uma faixa de 3,0 até 10,0 a temperatura ambiente por um
periodo de 24 h. Os tampdes utilizados para esses estudos foram: pH 3,0 (acido
férmico); pH 4,0 (a4cido benzéico); pH 5,0 (acido acético); pH 6,0 (MES); pH 7,0
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(tampao fosfato); pH 8,0 (tris base); pH 9,0 (tris base) e pH 10,0 (CAPS). Todos os
tampdes foram preparados com a mesma forga iénica de 0,01 M.

2.11 Absorcéao e Reversibilidade do Gel

Para o estudo da cinética da absorcdo, as amostras dos géis foram
imersas em agua deionizada. Em intervalos de tempos regulares, as amostras foram
retiradas e centrifugadas a 214 x g por 5 min e pesadas. A reversibilidade da absorcao
e dissolucdo do gel foi determinada pelo uso das mesmas amostras para sequencial
absorcdo em agua deionizada e dissolugcdo em solucdo de NaCl 0,15 M (Hwang e
Damodaran, 1997).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de producéo dos hidrogéis varios autores (Tsai e Wang 2008;
George e Abraham, 2007; Hwang e Damodaran, 1997) relataram que o aumento na
quantidade de glutaraldeido interfere na absorcao de agua, pois 0s agentes de ligacao
cruzada ocupam os sitios de interagdo com a agua dentro da rede tridimensional,

diminuindo a capacidade de retencao de agua do gel.
3.1 Extensao da modificagcao quimica

A modificacdo quimica dos isolados protéicos de pescado com o dianidrido
etilenodiamino tetraacético (EDTAD) apresentou os melhores resultados quando foi
empregado 0,2 e 0,5:1 relacdo EDTAD:proteina (p/p), que foram as concentracdes
utilizadas no restante do estudo. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos para cada
um dos isolados tratados com diferentes concentragbées de EDTAD.

Tabela 1 Extensdo da modificagdo nos isolados protéicos de pescado nas diversas
proporcoes de EDTAD:proteina (p/p)

0,05:1 0,08:1 0,1:1 0,2:1 0,5:1
Acido (%) 16,6 24,6 46,2 61,3 72,4
Alcalino (%) 13,4 15,9 33,7 45,8 63,5

A extensao da modificacdo esta relacionada com a quantidade de residuos
de lisina presente nos hidrolisados e a quantidade de reagente quimico adicionado
durante o processo de producido do hidrogel. No isolado produzido por solubilizagéo
alcalina a quantidade inicial de lisina encontrada foi de 11,7% e no isolado produzido
por solubilizacao acida 11,9%, o que esta de acordo com a literatura, pois a proteina
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de pescado apresenta entre 10 e 12% de lisina (Thiansilakul et al., 2007; Neves et al.,
2004).

Durante a modificagdo quimica da proteina o ideal é parar o processo
quando se atinge uma modificacdo entre 50 e 80%, dos residuos de lisina, pois uma
continuagdo no processo de modificacdo destes residuos levaria a producao de um
hidrogel com reduzida capacidade de retencdo de agua, porque uma proteina
extensamente modificada apresentaria muitos sitios de ligagao para agua, porém teria
espaco reduzido para a absorgcdo da mesma, o oposto também nio é desejado, pois
se obtemos uma proteina levemente modificada teremos poucos sitios de ligagao para
agua e consequentemente um hidrogel com baixa capacidade de absorcéo de agua.

Rathna e Gunasekaran (2004) utilizaram albumina modificada com EDTAD
para elaborarem um hidrogel, utilizando aquecimento para a formacao dos géis. Os
pesquisadores verificaram que quanto maior a extensdao da modificacdo, maior seria a
capacidade de absorcdo de agua, porém proteinas com alto grau de modificacdo
possuem menor densidade de ligacoes cruzadas e estas acabaram por se desintegrar,
por exemplo, o hidrogel modificado 100% se desintegrou apés 3 h, enquanto o
preparado com 83% de modificagdo dos residuos de lisina demorou 5 h para se
desintegrar.

Segundo Hwang e Damodaran (1996) através da modificacdo quimica dos
residuos da lisina com um dianidrido tetra carboxilico é possivel introduzir uma grande
quantidade de grupos carboxilicos dentro da molécula protéica. Para cada residuo da
lisina modificado podem ser introduzidos até trés grupamentos carboxilicos na
proteina. As proteinas modificadas com EDTAD nao sao téxicas, pois nao existem
grupos reativos, além dos grupamentos carboxilicos que séo introduzidos na molécula
de proteina. Durante a reagdo, o EDTAD reage com agua e é convertido no sal de
sédio EDTA, o NaEDTA é considerado um aditivo alimentar seguro, portanto nao

apresenta riscos a saude humana.
3.2 Cinética de absorcao de agua

A Figura 1 apresenta a cinética de absorcdo de agua dos isolados
protéicos de pescado modificados durante um periodo de 24 h.
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Figura 1 Cinética de absorgao de agua dos hidrogéis. (a) isolado protéico alcalino
modificado (b) isolado protéico acido modificado. m isolados protéicos alcalino e &cido
sem modificagdo quimica; ® modificado 1:0,2 (proteina:EDTAD, p/p); A modificado

1:0,5; ¥ modificado 1:0,2 tratado com etanol; ¢ modificado 1:0,5 tratado com etanol.

Analisando a Figura 1 é possivel verificar que as amostras tratadas com
etanol apresentaram uma absorcdo de agua muito maior quando comparadas as
amostras tratadas somente com o glutaraldeido. As amostras controle obtiveram uma
maxima absorg¢éo de agua em 24 h de 7,03 Jagua/Ogel seco © 9,22 Jagu/Jgel seco, PArA OS
isolados protéicos, alcalino e acido, respectivamente. Enquanto que as amostras

modificadas quimicamente alcancaram valores superiores.

A maior taxa de absorgcdo de agua ocorreu nas primeiras horas de
imersao, nos modificados alcalinos é observado que apds 2 h de imerséo a absorcéo
de agua praticamente ficou constante até o periodo final de 24 h. Nos modificados
acidos, estes seguem praticamente a mesma tendéncia, porém os dois modificados
que foram tratados com etanol apresentaram um aumento mais pronunciado entre 2 e
10 h, quando comparados as outras amostras, apds este periodo apresentaram

estabilidade até o periodo de 24 h.

Os modificados alcalinos apresentaram uma capacidade de retencao de
agua menor que os modificados acidos, isto era esperado, pois a extensdo da
modificagdo foi maior nos modificados acidos, ou seja, mais residuos de lisina
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modificados, mais grupamentos carboxilicos dentro da molécula protéica, o que
possibilita uma maior captacao de agua. Os modificados 0,5:1 (EDTAD/proteina, p/p)
alcalino e acido apresentaram uma capacidade de retencéo de agua 11 vezes superior
ao hidrolisado nao modificado e o modificado 0,5:1 (EDTAD/proteina, p/p) tratado com
etanol demonstrou ter uma capacidade de retencao de agua 19 vezes maior para o
alcalino e 23 vezes para o acido.

Em estudo semelhante realizado por Rathna e Damodaran (2002) com
isolados protéicos modificados de filé de pescado, foi demonstrado que os modificados
tratados com etanol apresentaram um aumento na capacidade de retencdo de agua
em torno de 50% quando comparados aos sem tratamento com etanol. E interessante
observar que o isolado protéico que estes autores trabalharam ndo apresentava
residual de gordura. Em nosso estudo, o aumento na taxa de absorcdo de agua dos
modificados tratados com etanol foi muito superior aos 50%, isto pode estar
relacionado com a quantidade de gordura presente nos isolados protéicos (em torno
de 7-9%), pois o etanol, ao mesmo tempo que promove a desnaturagao das estruturas
conformacionais B, também ajuda a remover residuais de gordura. A gordura presente
nos modificados protéicos, provavelmente, impediu que os modificados sem a
presenca de etanol absorvessem mais agua.

Para aplicac6es praticas, ndo somente uma alta capacidade de absorcéo
de agua é requerida, mas também uma alta taxa de retencéo de agua sera necessaria.
Buchholz (1994) sugeriu que uma cinética de absorgdo de agua de materiais
superabsorventes € influenciada por varios fatores, tais como, capacidade de retencao
de agua, tamanho das particulas e composicao do polimero.

E relatado que apés a etapa de adicdo do agente de ligacdo cruzada
durante o processo de producdo do hidrogel permanece uma quantidade significante
de estruturas dobradas, tais como, a-hélice e conformacao B. Estas estruturas podem
fazer com que o hidrogel absorva uma quantidade menor de liquido, pois podem se
opor ao relaxamento da cadeia protéica dificultando a difusdo de agua dentro da rede
tridimensional (Hwang e Damodaran, 1996). Uma maneira de aumentar a absorgao de
agua é tornar estas estruturas dobradas em estruturas mais lineares, utilizando
solventes organicos que desnaturam a rede tornado-as lineares, expondo os sitios
hidrofilicos e também disponibilizando mais espacos para o intumescimento dentro da
molécula protéica.
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Desnaturando as cadeias polipeptidicas in situ na matriz protéica, é
possivel prevenir o redobramento destas estruturas mesmo apés a remocdo do
reagente que promove a desnaturagdo, este procedimento faz com que aumente a
flexibilidade das cadeias da proteina e o relaxamento da rede tridimensional do gel, tal

como, a difusdo de agua dentro da rede polimérica (Rathna e Damodaran, 2002).
3.3 Efeito da forca ionica sobre a capacidade de intumescimento dos géis

A taxa de absorgdo de agua esta relacionada com as caracteristicas da
solucdo externa, como por exemplo, forga iénica, natureza do polimero, elasticidade
da rede tridimensional, presenga de grupamentos funcionais hidrofilicos e extensao da
modificagdo. A habilidade de intumescimento de hidrogéis “anibnicos” em varias
solugdes salinas é diminuta quando comparada com os valores alcancados em agua
destilada (Pourjavadi et al., 2006). Esta perda de capacidade de retencédo de agua é
regularmente atribuida ao “efeito de cargas” dos cations adicionados que causam

imperfeicdo nas repulsdes eletrostaticas anion-anion (Peppas e Mikes, 1986).

A Figura 2 apresenta o comportamento dos isolados protéicos modificados
tratados ou ndo com etanol quando expostos a diferentes concentracdes de sal por 24
h.
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Figura 2 Efeito da forca iénica sobre os hidrogéis. (a) isolado alcalino modificado (b)
isolado acido modificado. m isolados protéicos alcalino e acido sem modificacao
quimica; ® modificado 1:0,2 (proteina:EDTAD, p/p); A modificado 1:0,5; ¥ modificado
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1:0,2 tratado com etanol; ¢ modificado 1:0,5 tratado com etanol. Todos os pontos dos

graficos sao valores médios de trés de repetigdes.

Através da Figura 2 é possivel verificar que os hidrogéis produzidos a partir
dos isolados protéicos de pescado sdo muito sensiveis a solugdes salinas, pois
mesmo a menor concentracao de NaCl (0,01 M) provocou uma queda entre 60 e 90%
na absorcao de agua. Todos os géis imersos em solucdo salina 0,15 M apresentaram
redugbes maiores que 90% na capacidade de absorcado de agua quando comparados
aos mesmos imersos em agua destilada. Estudos semelhantes de producdo de
hidrogel com isolados protéicos de soja e pescado modificados por dianidrido
etilenodiamino tetraacético e adicionados de glutaraldeido apresentaram o mesmo
comportamento em relacdo a forca ibnica (Hwang e Damodaran, 1996; Hwang e
Damodaran, 1997).

Sadeghi e Hosseinzadeh (2008) demonstraram que com hidrogel formado
a partir de amido e submetido a diferentes concentracdes de NaCl foi mais resistente a
condicdes salinas que o hidrogel protéico produzido neste trabalho, pois este absorveu
87 Qagua/Tgel seco N@ concentracdo de 0,01 M e em 0,15 M ainda conseguiu absorver 58
Osgua’Qgel seco- POUrjavadi et al. (2006) produziu um hidrogel a partir da hidrélise do
colageno e conseguiu uma absor¢do de agua de 58 gagua/Jgel seco €M UMa concentragao
de NaCl 0,15M.

3.4 Efeito do pH sobre a capacidade de reten¢ao de agua

O pH afeta a capacidade de retencdo de agua dos hidrogéis protéicos
produzidos a partir de isolados protéicos de pescado, como mostra a Figura 3. As
variagdes de pH alteram a ionizacdo dos grupos carboxilicos e outros grupamentos

ionizaveis (Park e Hoffman, 1992).

Todas as amostras avaliadas atingiram o maximo de absorgéo de agua em
pH 8. O mesmo comportamento foi encontrado por Sadeghi e Hosseinzadeh (2008)
estudando a influéncia do pH sobre a absorcédo de agua por um hidrogel produzido a
partir de amido. Segundo Hwang e Damodaran (1997) os valores dos pKj, pKz e pKs
dos grupamentos carboxilicos do EDTA sao 2,0, 2,6 € 6,2, respectivamente. Portanto,
na teoria, todos os grupamentos carboxilicos devem estar plenamente ionizados em
torno do pH 8, proporcionando assim a maxima absor¢gao de agua nesta condigéo.

Porém, no trabalho realizado por estes autores com hidrogel produzido a partir do
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pelo hidrogel apresentou um aumento
aximo alcangado neste ultimo pH.
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Figura 3 Efeito do pH sobre os hidrogéis. (a) isolado alcalino modificado (b) isolado
acido modificado. m isolados protéicos alcalino e acido sem modificacdo quimica; ®
modificado 1:0,2 (proteina:EDTAD, p/p); modificado 1:0,2

tratado com etanol; ¢ modificado 1:0,5 tratado com etanol.

A modificado 1:0,5; V¥

E interessante observar que os isolados protéicos ndo modificados
apresentaram um valor maior de absorcéo de agua no pH 3 quando comparados com
os isolados protéicos modificados, provavelmente isto ocorreu devido a maior
quantidade de lisina presente nos isolados protéicos ndo modificados, pois estas sdo
protonadas em pH 3. Um aumento na carga positiva da proteina, devido a protonacao
dos grupamentos carboxilicos abaixo do pH 4, pode causar repulsdes eletrostaticas

dentro da matriz protéica e entao permitir a retencao de agua.

Em pH 3, a maioria dos grupos carboxilicos estdo na forma COOH e
apresentam baixos valores de retencdo de agua para o hidrogel; isto pode ser
atribuido a presenga de grupos hidrofilicos COOH e -OH nao ibnicos na rede
polimérica do hidrogel (Sadeghi e Hosseinzadeh, 2008) e também como muitos &nions
carboxil sdo protonados, as principais forcas de repulsao anion-anion sao eliminadas e
consequentemente a capacidade de retencdo de agua diminui (Pourjavadi et al.,
2006).

solucdes tampdes de pH entre 4 e 8. Reis et al. (2006) observaram que quanto maior

A taxa de absorcdo de agua aumenta rapidamente com o aumento das
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o pH maior a absorcao de agua, mais grupamentos COOH se dissociam para COQ’,
aumentando o ndamero de grupos ionizados fixados dentro da estrutura do hidrogel.
Isto gera forca de repulsdes eletrostaticas entre os grupos ionizados adjacentes da
rede polimérica, as quais aumentam a absorcdo de agua dos hidrogéis.
Comportamentos similares sobre a absorgcdo de agua em diferentes pHs tém sido
reportados em outros tipos de hidrogéis (Zhang et al., 2007; Du Toit et al., 2006;
Pourjavadi et al., 2005; Park et al., 2004; Lu et al., 2001; Lee e Yuan, 2000).

A forga idnica de todos os tampdes utilizados no estudo de absorcao de
agua pelos hidrogéis foi de 0,01 M, o que provavelmente causou a baixa retencdo de
agua. O modificado acido 0,5:1 (EDTAD:proteina, p/p) quando tratado com etanol
absorveu 216,05 Qsgua/dgel seco €NQuUanto que nos estudos de pH o méximo absorvido
por esta mesma amostra foi de 66,69 gagua/Qgel seco €M PH 8, para o hidrogel produzido
a partir do isolado protéico alcalino, também tratado com etanol, este alcangou 137,19
Qagua/Jgel seco © NOS estudos com pH o maximo de retencdo de agua foi de 28,76

gégua/ggel seco NO pH 8.

Em pHs superiores a 8, onde todas as amostras apresentaram um maximo
de capacidade de retencao de agua, ocorrendo uma leve queda, seguida de um novo
aumento na absorcédo de agua. Este aumento na capacidade de intumescimento dos
géis em pH 10 segundo Hwang e Damodaran (1996) esta associada a forca de
repulsdo eletrostatica que é diretamente proporcional ao quadrado da carga da rede
molecular, portanto mesmo um pequeno aumento na carga da rede devido a ionizacao
dos residuos da tirosina (pK; = 9,6) causam um aumento na repulsdo eletrostatica
dentro da rede do gel, resultando em um aumento na expanséo do gel e retencao de

agua.
3.5 Reversibilidade dos hidrogéis

Como os hidrogéis produzidos neste estudo se mostraram sensiveis a
exposicdo a solugdes salinas, foi investigada a capacidade de reversibilidade,
absorcao e desidratacéo dos géis. Para tal foi utilizada uma solucao de NaCl 0,15 M,
como agente de desidratacdo e agua deionizada para a hidratagdo. As Figuras 4 e 5
mostram o comportamento dos géis durante um periodo de 36 h, os quais os hidrogéis
foram submetidos a subsequentes hidratactes e desidratagdes.
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Figura 4 Cinética de absorcdo e desidratacdo dos hidrogéis produzidos a partir dos
isolados protéicos de pescado alcalinos. m isolado alcalino sem modificacdo quimica; ®
modificado 1:0,2 (proteina:EDTAD, p/p); A modificado 1:0,5; ¥ modificado 1:0,2
tratado com etanol; ¢ modificado 1:0,5 tratado com etanol. Todos os pontos do grafico

sao valores médios de trés repeticdes.

Quando o gel hidratado por 24 h foi exposto a solugéo salina de NaCl 0,15
M, por um periodo de 2 h, ocorreu um decréscimo de mais de 90% no contetdo de
agua, isto ocorreu tanto para os hidrogéis produzidos com os modificados protéicos
alcalinos, quanto com os acidos. As amostras controles também apresentaram
redugdo no conteldo de agua, porém esta diminuiu entre 55 e 64% da quantidade

absorvida em 24 h.

Através da Figura 4 pode sre observado que os hidrogéis produzidos
apresentaram uma boa capacidade de retencao de agua, mesmo apdés a desidratacao.
Porém, é observado que estes tém as suas capacidades de absorcdo de agua
levemente reduzidas, ap6s a primeira desidratacdo. Quando desidratado pela segunda
vez, houve um aumento na capacidade de hidratacdo, comparado com a primeira
desidratacao, isto pode ser explicado, em parte, devido a um aumento na flexibilidade

da matriz do gel, ap6s repetidas desidratacées e hidratagoes.

Hwang e Damodaran (1997) estudaram a reversibilidade de um hidrogel
produzido a partir de um isolado protéico alcalino de musculo de pescado e obtiveram

uma capacidade de retencao de agua superior a original, quando o gel foi desidratado
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e hidratado novamente, pela primeira vez, porém quando submeteram o gel pela
segunda vez a desidratacdo e voltou a hidratar, este demorou a absorver agua e

obteve uma hidratagcdo em torno de 7 vezes menor que a primeira.

240 4
220 4

Absorgéo de agua (gégua/gge‘ ol

Figura 5 Cinética de absorcdo e desidratacdo dos hidrogéis produzidos a partir dos
isolados protéicos acidos. m isolado acido sem modificagdo quimica; ® modificado
1:0,2 (proteina:EDTAD, p/p); A modificado 1:0,5; ¥ modificado 1:0,2 tratado com
etanol; ¢ modificado 1:0,5 tratado com etanol. Todos os pontos do grafico sdo valores

médios de trés repetigbes.

A Figura 5 apresenta o comportamento dos modificados protéicos
derivados dos isolados protéicos acidos, estes demonstraram um comportamento
muito semelhante aos modificados protéicos alcalinos. Estes hidrogéis também
apresentaram boa capacidade de hidratacdo, apo6s sucessivas desidratagdes. Outro
fato a ser observado é que a desidratacdo em NaCl 0,15 M é mais rapida que a
hidratagdo posterior, pois enquanto os géis perdem cerca de 90% do conteldo de
agua em 2 h de imersao, estes demoram em torno de 4 h para se hidratarem
novamente. Esta absorcdo de agua mais lenta pode ser atribuida a baixa taxa de

dissociacao dos ions ligados a rede polimérica.
4 CONCLUSAO

Os isolados protéicos produzidos a partir de residuos de pescado e
modificados quimicamente, apresentaram capacidade de formar hidrogéis, com alta
absorcdo de agua. Os resultados deste estudo indicam que os hidrogéis protéicos

produzidos com ligacdes cruzadas quando tratados com etanol, tem a capacidade de
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retencdo de agua dos hidrogéis aperfeicoada, no caso do modificado protéico acido
este obteve um aumento de 209% e o alcalino 172%, quando comparados com o0s
modificados na proporgéo de 0,5:1 (EDTAD:proteina, p/p) sem adicéo do etanol.

A capacidade de reversibilidade de intumescimento dos hidrogéis
apresentada neste estudo indicou que os hidrogéis produzidos a partir de isolados
protéicos de pescado podem ser repetidamente utilizados, sem perder a capacidade
de hidratacédo, portanto podem ser aplicados em processos de desidratacdo, como
fonte de agua para cultivo de plantas, entre outras.

Além de melhorar a capacidade de retencdo de agua dos hidrogéis, o
tratamento com etanol ofereceu outras vantagens, tais como, desidratacdo do gel sem
a necessidade de secagem por longo periodo, extracdo de compostos odorosos de
baixo peso molecular, eliminacdo de qualquer residual nao reativo de glutaraldeido no
gel. E também, o etanol utilizado no processo, pode ser faciimente recuperado e
reciclado.
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6 CONCLUSAO GERAL

A matéria-prima utilizada se mostrou adequada para a produgdo dos
hidrolisados, porém foi mais vantajoso, tecnicamente e economicamente, 0 uso de
residuo do que de filé. Os hidrolisados provenientes do residuo de corvina
apresentaram um aperfeicoamento em todas as propriedades funcionais avaliadas;
sugerindo que o residuo de pescado, que geralmente é utilizado para produzir farinha
ou racao animal, poderia ser utilizado para a elaboracdo de um produto com maior

valor agregado.

As bactérias utilizadas foram capazes de solubilizar proteinas e liberar
aminoacidos contidos na parte insolUvel descartada dos processos de solubilizacdo
acida e alcalina, dos residuos do processamento da corvina. A porcentagem média de
proteina solubilizada com estes tratamentos variaram entre 50 e 60%. A Bacillus
velesensis foi a bactéria que apresentou melhor interacdo com os substratos
avaliados, obteve a maior atividade proteolitica (47,56 U mL™), maior quantidade de
proteina solubilizada (3,631 mg mL") e aminoacidos livres (0,178 mg mL"). A
Chryseobacterium sp. apresentou atividade proteolitica maxima de 23,46 U mL",
2,859 mg mL" de proteina soltvel e 0,126 mg mL ™ de aminoacidos livres.

Os fungos utilizados foram capazes de solubilizar proteinas e aminoacidos
presentes na porgéo fibrosa insoluvel dos residuos do processamento de corvina. O
fungo Penicillium sp. (E20) apresentou a maior atividade proteolitica (31,20 U mL™) e
maxima liberacdo de aminoacidos (0,146 mg mL™) utilizando o substrato &cido. Os
fungos que solubilizaram a maior concentragao de proteina foram Aspergillus sp. (E7)
5,72 mg mL" e Fusariumsp. (E5) 6,17 mg mL™.

Os hidrogéis produzidos utilizaram como agente de ligacdo cruzada o
glutaraldeido e possuem uma estrutura mais resistente que outros materiais
semelhantes, possibilitando um amplo espectro de aplicagbes em qualquer produto
que precise dessas caracteristicas de absorcao de agua.

Os isolados protéicos processados a partir de residuos de pescado, apds
modificagdo quimica, apresentaram capacidade de formar hidrogéis com propriedades
superabsorventes. Os hidrogéis produzidos com ligacdes cruzadas quando tratados
com etanol, apresentaram a capacidade de retencdo de agua aperfeicoada. No caso
do modificado protéico acido este obteve um aumento de 209% e o alcalino 172%,
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quando comparados com os modificados na proporcao de 0,5:1 (EDTAD:proteina, p/p)
sem adigao do etanol.

A capacidade de reversibilidade de intumescimento dos hidrogéis indicou
que os hidrogéis produzidos a partir de isolados protéicos de pescado podem ser

repetidamente utilizados, sem perder a capacidade de hidratagao.

O tratamento com etanol melhorou a capacidade de retengédo de agua dos
hidrogéis, facilitou a desidratacdo do gel sem a necessidade de secagem por longo
periodo, extraiu compostos odorosos de baixo peso molecular, eliminou qualquer
residual nao reativo de glutaraldeido no gel e o etanol utilizado no processo, p6de ser
facilmente recuperado e reciclado.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Produzir hidrolisados protéicos de residuos utilizando outras espécies de

pescado;

- identificar o tipo de proteases que estdo sendo produzidas durante os
processos fermentativos de solubilizagdo de proteinas fibrosas;

- estudar o perfil de aminoacidos dos solubilizados;

- estudar o comportamento da hidrélise das proteinas insollveis

resultantes do processo de producao dos isolados;

- produzir hidrogéis por indugao térmica e comparar as propriedades de

absorcao de agua com as obtidas neste trabalho;

- avaliar a influéncia de diferentes temperaturas e concentracdoes de
glutaraldeido durante a producéao dos hidrogéis;

- utilizar outros solventes organicos polares diferentes do etanol, para

aperfeicoar a capacidade de retencédo de agua dos hidrogéis.

- estudar diferentes aplicagdes para os hidrogéis obtidos.
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