‘I I' UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE

ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS

MESTRADO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

HIDROLISADOS PROTEICOS DE ANCHOITA (Engraulis anchoita): OBTENGCAO,
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E APLICACAO EM EMBUTIDO EMULSIONADO

INAJARA BEATRIZ BROSE PIOTROWICZ

ORIENTADOR: Dr2 Myriam de las Mercedes Salas Mellado

RIO GRANDE, RS.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
MESTRADO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

HIDROLISADOS PROTEICOS DE ANCHOITA (Engraulis anchoita):
OBTENCAO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E APLICACAO EM EMBUTIDO
EMULSIONADO

INAJARA BEATRIZ BROSE PIOTROWICZ

Dissertacao apresentada  ao
Programa de P6s Graduacdo em
Engenharia e  Ciéncia de
Alimentos para a obtencdo do

titulo de Mestre.

Orientador: Myriam de las Mercedes Salas Mellado

Co-orientador: Dr. Carlos Prentice-Hernandez

RIO GRANDE, RS
2012



Dedico este trabalho a toda minha familia que sempre acreditou no meu esforco e

dedicac&o. A Deus, que nas horas dificeis, me deu forcas para seguir adiante.



Se alguém ja Ihe deu a méo e ndo pediu
mais nada em troca, pense bem, pois é um

dia especial...

(Cidadéao Quem)



AGRADECIMENTOS

Durante todo o periodo de trabalho muitas pessoas foram responsaveis para
gue este chegasse ao fim, pricipalmente Deus, que foi a forca maior que me fez ter

empenho e conseguir atravessar os obstaculos, seguindo adiante com o trabalho.

A minha familia que sempre me apoiou, e continua me apoiando, para que eu
seguisse com 0s meus estudos. Meus pais Marlene e Ricardo pela oportunidade de
estudo, ao meus irmaos, Alberto, Eduardo e Marcio, as cunhadas Silvana, Caroline e
Katia, e a minha tia Salomé por acreditarem em mim e me ajudarem em momentos

dificeis.

Agradeco ao meu namorado Jodo, minha sobrinha Gabriela e as amigas
Denise, Daiane e Elisete pelos momentos de descontragdo. Pessoas que também

sempre acreditaram no meu potencial.

Quero agradecer aos meus amigos da FURG, do Laboratério de Tecnologia de
Alimentos: Sabrine, Dennis, Priscila, Meritaine, Shanise, Ana Paula, Gilberto, Marcia,
Elessandra, Renata, Caroline, Ariane, Sandriane, William, Marcondes e Vilasia por
terem me auxiliado em pequenas coisas, mas que foram de grande importancia para a
formacdo deste trabalho. Agradeco também ao Gabriel pela ajuda no inicio das

pesquisas e a Janise que me acompanhou no restante do trabalho.

Agradeco aos demais amigos da PoOs Graduagdo Béarbara, Daiane Reis e
Felipe.

Agradeco aos professores Carlos e Myriam por toda a orientagdo durante
esses dois anos de mestrado, sendo que sdo responsaveis por toda a experiéncia que

fui adquirindo desde a graduacéo.

Agradeco aos outros laboratérios da FURG — Campus Cidade, como o
Laboratério de Ciéncia de Alimentos, de Engenharia Bioquimica, de Bioprocessos, de
Sensorial, de Biotecnologia de Alimentos e Nucleo de Alimentos pelo empréstimo de

reagentes e equipamentos quando foi necessario.

Agradeco a URI, onde foi realizada a liofilizacdo dos hidrolisados, em especial

a minha amiga Juliana que foi a intermediaria nesta etapa do trabalho.



Agradeco ao CNPq que financiou este trabalho e ao Projeto Anchoita, pela
disposicdo do pescado para a elaboracdo dos hidrolisados e do surimi, além de
reagentes que foram adquiridos através do projeto.

Quero agradecer as empresas Tovani, pela disposi¢do das enzimas Alcalase e
Flavourzyme, e a empresa Duas Rodas Industrial Ltda, pela doacdo dos ingredientes

utilizados na elaboracado das salsichas.

A banca examinadora eu agradeco por aceitarem participar da avaliacdo e

corrigirem a Dissertacao.

Aos professores do Programa de Pos Graduagédo de Engenharia e Ciéncia de

Alimentos por estarem sempre dispostos a ajudar.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ... ottt e e st e e e e e e e Xi
LISTADE TABELAS ...ttt e et e e e Xiii
RESUMO GERAL ...ttt ettt e et e e e e e e e e e Xiv
GENERAL ABSTRACT ...ttt ettt e ettt e et e e e e e e e nneeees XV
CAPITULO L oottt ettt ettt et sttt be st et st ene v 1
[N 210 ] 516 07:Y0 TR 2
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt et e et e e e a e 4
N B @ o= 11V o o =] = | PRSPPI 4
2.2, ODbjetivOS €SPECITICOS ...oeeeiiiiiiiiiiiiie et 4
(07 =1 U1 @ 1RO 5
3. REVISAO BILIOGRAFICA........coiieeeteeeeeeeeee e, 6
3.1. Anchoita (Engraulis anchoita)............ccccccvvviiiiiiiiiiiii 6
I S (0] (=11 T TP PP TR PTPPPPPPI 7
3.2.1. Proteinas do mUSCUIO de PEeSCAUO .........cceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 8
3.2.2.  Peptideos € amMiNOACIAOS ........cceiiiiiiiiiiiiiie et 8

3.3, ENZIMAS ProteOIICAS .. .uvviiiieiiiiiiiitiiee e 9
3.4, HidroliSAd0S PrOtEICOS .....cuiiiiiiiiiiiii et 11
3.5, Grau de hidrOliSe.........coouviiiiiiiiii 13
3.6. Propriedades dos hidrolisados protéiCos.............cceeeeeieeeriiiiiiiiiiee e, 13
3.7, ANLOXIAANTES ... 14
3.7.1. Tipos de antioXidantes ............ceuuuiiiiiiieeeiieecce e 14
3.7.2. Peptide0s antioXidantes...........couuuiieiiiieiiiiiiiieee e 16

3.8. Métodos de determinacgéo da atividade antioxidante.............ccccccvvvvvvvvnennnnnnn. 17
3.9. Oxidacao lipidica em alimentosS...........coovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 19
310, SUMMI ceiiiieee e 20
311, SAISICNA ... 22
3.11.1. Ingredientes da salsicha...........ooooeei, 22
3.12.  AVvAliaGao dO ProUULO ......cceviiiiiiiieiiiieeeeee e 23
CAPITULO 3 ..ttt ettt ettt e e 25
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO ....couiiiiii e 26
ARTIGO 1: OBTEN(;AO DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS DE ANCHOITA
(Engraulis anchoita) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE...........cccovu..... 27
RESUMO ...ttt e e e e e e e sttt e e e e e e e s e bt bbb et e e e e e e e e e nnnbbreeeaeens 28



AB ST RACT ettt e e e e e r s 29

N 20 ] 1007\ 0 T 30
2. MATERIAL E METODOS .....coiitiiieeeete et et ete et easate e aesaeaneareanens 31
P OV F- L (=TT W o 10 T TP PP TP PPPUPPPPRPPPN 31
2.2. ENnzimas e reagentes QUIMICOS .......cceviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiie s e e e e et e e e e e e eaannes 31
2.3. Rendimento da matéria Prima.........ccoeiviiiiiiiiiie e e e e e aanans 31
2.4. Caracteristicas quimicas e fisicas da matéria prima...........cccccvvvveeeieeeeeeennnns 32
2.5, HIdroliSE PrOtEICA ...uuvuui i i e et e e e e e e e e aaanes 32
2.6. Determinacdo do grau de hidrdlise dos hidrolisados de CMS de anchoita ....33
2.7. Medida da atividade antioXidante ............ccoeoeeeieeeeieieeen 34
2.7.1. InibicAo da peroxXidagao lPIAICA .........uuururrrrrrririiiiiiiiiieirineeeeeneeeneennenennnee 34
2.7.2. Efeito sequestrante do radical livie DPPH.............cooiiiiiiiiin, 35

P (R T = o To (=T g (=T U] (o 35

2.8.  Andlise estatiStiCa .........cccoeeeeeiee e, 36

3. RESULTADOS E DISCUSSAO ......cviuieeeceecee ettt een st eas e e 36
3.1. Rendimento e caracterizacao fisica e quimica da CMS de anchoita.............. 36
3.2, Grau de hidrOliSE.........ccuuviiiiiiiiie 37
3.3. Atividade antioxidante dos hidrolisados protéicos da CMS de anchoita ........ 40
3.3.1. Inibicdo da peroxidaGao liPidiCa ...........ueeiieeiiiiiiiiiiiiiie e 40
3.3.2.  Efeito sequestrante do radical 2,2- difenil - 1- picrilidrazil (DPPH).......... 41

0 TR TR TR = o To [T g 1= U] o] 45

A, CONCLUSAO ..ottt sttt 46
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........eoieeeeeeee e et sae e 47
ARTIGO 2: INFLUENCIA DAS LAVAGENS NAS CARACTERISTICAS
TECNOLOGICAS DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita) ..............c..c......... 53
RESUMO ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e sttt e eaee e e s e nsttaeeaaaaeeeeeannnnnnnaeaaaens 54
ABSTRACT ..ttt e ettt ettt e e e e e e et ettt e e e e e e e e e st aa et eaaaeea e e e ntrr et eeaaeeeaaannrraraaaaaeeeaaans 55
I | N =701 01U [0 LR 56
2. MATERIAL E METODOS .....oiitieieeecee ettt eesata e e saeane e 57
P N |V =Y =] - W o 0 - VR 57
2.2, RBAGENIES. ...ttt et e e e 57
2.3. Obtencédo do surimi da CMS de anchoita............c.couuvvieeiieeeiieeiiiiee e 57
2.4. Rendimento dO SUTMI ..oeeeiiiieiiieies e ee e e e et e e e e e e e araa e e s e eaaeeeanne 59
2.5. Caracterizag8o quimica € fiSICA .......ccoviiiiiiiiiiiee e 59
2.6.  Andlise estatistiCa ..........cccceeeeeiii i, 60



3. RESULTADOS E DISCUSSAO ......cceotieiiiieisieie et 60

G 700 O L= o o [ 41T o (o TS 60
3.2, COMPOSICAO PrOXIMAL......cceiiiiiiiiiiiiiiiiii e 61
3.3. N-BVT e pH da CMS de anchoita.............cccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 62
0 S O o | TP PPPPPTPPTRR 63
IR T =) (U - TR PP UPPPPPRPPTRR 65
A, CONCLUSAO ..ottt ettt ettt ettt 66
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooeieeitecteeeeeeee e 67
ARTIGO 3: UTILIZACAO DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita) EM
EMBUTIDO EMULSIONADO E EFEITO ANTIOXIDANTE DO HIDROLISADO .......... 71
RESUNMO ...ttt e e e e sttt e e e e e e e e et et e e e e e e e e s e nsbtaaeeeaaeeeeeannnntareeaaeens 72
AB ST RACT ...ttt e ettt e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e s st e et e aeaeeeaaa ittt reaaaaeeaaaannrarrraaaeeeeaaans 73
1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt et na et et e sae et e e ateeteeteseersaneareeeeas 74
2. MATERIAL E METODOS .....coiiiiiteeieee ettt ete et ete et aesesateareensesassneaneanens 75
P2 R Y/ = =T = W o] 1 4 F= VPP PUR TSP POUPPPPRPRPN 75
2.2. Reagentes e iNgrediEntes ........ccoooeeiiii i 76
2.3. Preparo das salsichas de surimi de CMS de anchoita............cccccceeeviieerrennnns 77
2.4. Cor e textura das salsichas de surimi de CMS de anchoita ...............ccccoo.. 79
2.5. Composicao quimica das salSiChas..............ceeviieiiiiiiiii e, 79
2.6. Caracteristicas nutricionais da SalSICha ............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 80
2.7. Aplicagéo do hidrolisado antioxidante na salsicha e na CMS de anchoita .....80
2.8, ANAlISe eStatiStiCaA.......ccceee e e e 81
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ccoiiiieeeeeeeteeeeeeeeeeeete e ete e eaeaann e 81
3.1. Caracteristicas fisicas da salsicha de surimi de anchoita .............ccccccevvvee. 81
3.2. Caracteristicas quimica das salsSiChas.............cccccceieeei e, 83
3.3. Caracteristicas nutricionais das salSichas ..............cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiee 84
3.4. Aplicacdo do hidrolisado antioxidante na salsicha...........cccccccccvvviiiiiiinnnnnnn.. 85
3.5. Aplicacdo do hidrolisado antioxidante na CMS de anchoita ...........cccccccco...... 86
4. CONCLUSAD ...ttt 88
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coiieeeeeeecee et aae s 89
(07N =] 1 1 U1 1 SRR 92
4, CONCLUSAO GERAL.......cocuiieuiiceeeteteeiee ettt 93
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ......ooieiieeeeeee et 94
CAPITULO 5 ..ottt ettt ettt s ettt se et ressans 95
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........c.ceiiitiietiieteeieteeieteeee et 96

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

%C = Porcentagem de carboidratos no produto

%L = Porcentagem de lipideos no produto

%P = Porcentagem de proteinas no produto

[Fe(CN)g]* = ion ferrocianeto

[Fe(CN)g]* = Ferrocianato

a* = Croma a

Al = Hidrolisado de anchoita com a enzima Alcalase obtida em 1 hora de reacéo

A5 = Hidrolisado de anchoita com a enzima Alcalase obtida em 5 horas de reagéo

AB = Lavagens com solugéo de cloreto de sodio 0,3% (p/v), com solucdo de &cido
fosférico 0,05% (p/v) e solugéo de bicarbonato de sddio 0,5% (p/v)

ABS = Absorbancia

AF = Lavagem com agua destilada, solucao de acido fosférico 0,05% (p/v) e solucdo
de cloreto de sédio 0,3% (p/v)

b* = Croma b

BHA = Butil hidroxi-anisol

BHT = Butil hidroxi-tolueno

BS = Duas lavagens com solu¢bes de bicarbonato de sddio 0,5% (p/v) e uma de
cloreto de sédio 0,3% (p/v)

CMS = Carne mecanicamente separada

DPPH = 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil

F1 = Hidrolisado de anchoita com a enzima Flavourzyme obtida em 1 hora de reagéo
F5 = Hidrolisado de anchoita com a enzima Flavourzyme obtida em 5 horas de reacéo
FeCl; = Cloreto férrico

GH = Grau de hidrélise

HCI = Acido cloridrico

L* = Luminosidade

MDA = Malonaldeido

N-BVT = Nitrogénio de bases volateis totais

P1 = Hidrolisado de anchoita com a enzima Protamex obtida em 1 hora de reac&o

P5 = Hidrolisado de anchoita com a enzima Protamex obtida em 5 horas de reacéo
PIQ = Padréo de Identidade e Qualidade

TBA = Acido tiobarbittrico

TBARS = Substancias reativas com o acido tiobarbitarico

iX



TCA = Acido tricloroacético

TEP = 1,1,3,3-Tetraetoxipropano

TNBS = 2,4,6-Acido trinitrobenzeno sulfénico
VET = Valor Energético Total

W = Brancura



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Figura 1: Anchoita (Engraulis anchoita)...........ccccoeeeiiiiiiiiiiii e 6
Figura 2: Formacédo de um dipeptideo através da ligacdo peptidica entre dois
=101 T 0= T o o R 9
Figura 3: Atuagdo de enzimas endo e exopeptidases na cadeia protéica durante a
RIAFOlISE. ..o 11
Figura 4: Estrutura dos antioxidantes sintéticos que sdo adicionados em produtos

AlIMENTICIOS. .ttt e e r e e e e e e e nenn s 15
Figura 5: Molécula doSs tOCOFEIGIS. ........ccuuiiiiiiiii e 16
Figura 6: Acao do antioxidante (AH) na reducéo do radical DPPH. ...........ccccccvvvvnnnnn. 18

Figura 7: Reacao do TBA com o malonaldeido proveniente da decomposi¢céo de
(a1To o] o L=T o X (T [0 =TSRSS 20

ARTIGO 1: OBTENCAO DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS DE ANCHOITA
(Engraulis anchoita) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Figura 1: Processo de hidrélise enzimatica da CMS de anchoita com diferentes
enzimas e condigOes de NIArOliSe. ...........uuuuuuuiiuieiiiiiiiiiiiiieieieieeeeerereeereereeeaeeaane 33
Figura 2: Grau de hidrolise dos hidrolisados de anchoita obtidos pela acéo de
diferentes enzimas e em diferentes tempos de reagao. ..............eevvevvvrrmmeennnnennnnns 38
Figura 3: Absorbancias dos hidrolisados obtidos com diferentes enzimas em diferentes
tempos de hidrolise pela inibicdo da peroxidagao lipidica. .........ccccceeviiiiiiiinennnnn. 40
Figura 4: Efeito sequestrante do radical DPPH pelos hidrolisados da CMS de anchoita
obtidos pela enzima Alcalase em diferentes tempos de hidrolise. ....................... 42
Figura 5: Efeito sequestrante do radical DPPH pelos hidrolisados da CMS de anchoita
obtidos pela enzima Flavourzyme em diferentes tempos de hidrdlise.................. 43
Figura 6: Efeito sequestrante do radical DPPH pelos hidrolisados da CMS de anchoita
obtidos pela enzima Protamex em diferentes tempos de hidrélise....................... 44
Figura 7: Absorbancia (700 nm) de hidrolisados obtidos com diferentes enzimas e em

diferentes tempos de hidrOliSe. ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiie e 45

Xi



ARTIGO 2: INFLUENCIA DAS LAVAGENS NAS CARACTERISTICAS
TECNOLOGICAS DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita)
Figura 1: Processo de obtengdo e armazenamento de surimi de anchoita.................. 58

ARTIGO 3: UTILIZACAO DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita) EM
EMBUTIDO EMULSIONADO E EFEITO ANTIOXIDANTE DO HIDROLISADO

Figura 1: Producédo de surimi de CMS de anchoita.............cccooeeeeiiiiiiiiiiiii e, 76
Figura 2: Processo de producéo de salsicha de surimi de anchoita. ........................... 77

Figura 3: Efeito dos hidrolisados F1 e F5 na formacao de TBARS na salsicha de surimi

de CMS d€ @NCROITA. ....ueiiiiiiiiiiiie et 85
Figura 4: Efeito dos hidrolisados F1 e F5 na formacdo de TBARS na CMS de anchoita.
............................................................................................................................ 87

Xii



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1: OBTENCAO DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS DE ANCHOITA
(Engraulis anchoita) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Tabela 1: Composicdo proximal (base Umida) da CMS de anchoita.............ccccccuvvvnnns 36

ARTIGO 2: |INFLUENCIA DAS LAVAGENS NAS CARACTERISTICAS

TECNOLOGICAS DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita)

Tabela 1: Rendimento da CMS de anchoita e dos surimis obtidos apés diferentes
[AVAGENS. ... 60

Tabela 2: Composicdo proximal (base seca e base Umida) da CMS e dos surimis
obtidos com diferentes lavagens. .............uuuuueuummiiiiiiiiiiiiiie e 61

Tabela 3: Analise de cor da CMS e dos surimi de anchoita obtidos em deferentes tipos
(o TR P A7 Vo 1= o - J A PPTRR 63

Tabela 4: Textura dos géis de surimi com diferentes lavagens da CMS de anchoita...65

ARTIGO 3: UTILIZACAO DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita) EM

EMBUTIDO EMULSIONADO E EFEITO ANTIOXIDANTE DO HIDROLISADO

Tabela 1:Componentes da salsicha de surimi de CMS de anchoita. ........................... 78

Tabela 2: Parametros de cor das salsichas produzidas com diferentes concentragcfes
de surimi de anchoita CMS e salsicha comercial de frango comercial. ................ 81

Tabela 3: Firmeza e resisténcia das salsichas de surimi de anchoita e comercial. ...... 82

Tabela 4: Composicdo proximal (b.u) de salsichas produzidas com surimi de anchoita

(SN o10] 1 1= (o1 1= IR 83

Xiii



RESUMO GERAL

Uma alternativa para pescados subaproveitados e subprodutos da industrializacdo de
pescado € o desenvolvimento de processos para recuperacdo e/ou alteracdo das
proteinas musculares de pescados. O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de
hidrolisados protéicos de carne mecanicamente separada (CMS) de anchoita
(Engraulis anchoita) e a avaliagdo da sua atividade antioxidante, aplicando-os bem
embutido preparado com o surimi de anchoita. Foram produzidos diferentes
hidrolisados com as enzimas microbianas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, fixando
a concentracdo de substrato e de enzima e os parametros pH e temperatura foram
variados. Os hidrolisados foram efetivos contra a inibicdo da peroxidacéo lipidica
(43,8+0,2%) e no poder redutor, onde o hidrolisado com a enzima Flavourzyme em 1
hora de reagdo mostrou-se mais efetivo. No sequiestro de radicais livres, como o
DPPH, o hidrolisado com a enzima Flavourzyme, obtido em tempo de hidrélise de 5
horas, alcangou valores acima de 45,0% em concentracdo de 5 mg/mL. Na producao
de surimi foram testadas lavagens da CMS de anchoita com soluc¢des de bicarbonato
de sodio 0,5%, acido fosforico 0,05% e cloreto de sédio 0,3%. O maior rendimento
(90,5%) e uma coloracdo mais clara (W= 50,24+1,81) foram encontrados no surimi
obtido por lavagens com bicarbonato de sédio e cloreto de sodio (BS), em comparacao
ao surimi que se utilizou agua, acido fosforico e cloreto de sédio (AF) ou com solucdes
de cloreto de sdédio, acido fosforico e bicarbonato de sédio (AB). Na forca de gel o
surimi AF (1154,25 + 4,37 g.mm) obteve maior valor, sendo utilizado para a producdo
de salsichas. Foram analisadas diferentes concentragdes de surimi (70, 75 e 80%) em
salsichas, que foram submetidas as analises de cor e textura. Nao houve influéncia da
concentracdo de surimi nas caracteristicas tecnolégicas da salsicha, exceto nos
valores de luminosidade. A salsicha com 75% de surimi de anchoita foi caracterizada
pela composi¢do proximal, valor energético total (VET) e conteddo de sédio. A
salsicha com surimi e comercial apresentou composi¢cdo semelhante. O produto com
surimi apresentou menor VET (193,7Kcal/100g) e contetdo de sddio (520 mg/100g)
gue a salsicha comercial. Nas condi¢des de estudo, no embutido emulsionado, néo foi
verificada ac&o antioxidante de hidrolisados, porém houve efeito sobre a CMS de
anchoita.

Palavras-chave: Pescado, hidrolisado enzimatico, surimi, salsicha.

Xiv



GENERAL ABSTRACT

An alternative for underutilized fish and industrializated fish by-products are the
development of processes for the recovery and / or alteration of muscle proteins of fish
such as anchovy (Engraulis anchoita), not used specie for direct consumption in
Southern Brazil. The objective of this work was to obtain protein hydrolysates from
mechanically separated meat (MSM) of Argentine anchovy and evaluate their
antioxidant activity, and finally apply them in sausage prepared with anchovy surimi.
Different hydrolysates were produced through the action of microbial enzymes
Alcalase, Flavourzyme and Protamex, fixing the substrate and enzyme concentration
varying pH and temperature values. The hydrolysates were effective against the
inhibition of lipid peroxidation (43.8 £ 0.2%) and reducing power, remaining the
Flavourzyme hydrolisate with one hour of reaction the must effective. In DPPH radical-
scavenging activity the hydrolyzate with Flavourzyme, obtained with five hours of
hydrolysis time, reached values above 45.0% at a concentration of 5 mg/ml. In the
Argentine anchovy MSM surimi was tested different washing solutions such as 0.5%
sodium bicarbonate, 0.05% phosphoric acid and sodium chloride 0.3%. It was
obtained a higher yield (90.5%) and whiteness (W = 50.24 + 1.81) in surimi obtained by
washing with sodium bicarbonate and sodium chloride (SB), compared to surimi, which
it was used water, phosphoric acid and sodium chloride (PA), and with solutions of
sodium chloride, phosphoric acid and sodium bicarbonate (PS). The higher gel strength
was obtained for surimi PA (1154.25 + 4.37 g.mm), therefore was used for the
production of sausages. It was analyzed the color and texture of sausages elaborated
with different concentrations (70, 75 and 80%) of surimi.There was no influence of the
concentration of surimi on the technological characteristics of the sausage, except in
the luminosity values. The sausage with 75% Argentine anchovy surimi was
characterized from the proximal composition, showing that surimi and commercial
sausages were similar. The surimi product showed lower values of energy (193.7
kcal/100g) and sodium (520 mg/100 g) than the commercial sausage. It was no verified
any antioxidant activity of the hydrolysates on the sausages for the conditions used in
this study, however it was verified antioxidant activity of the hydrolysates on the
anchovy MSM.

Keywords: Fish, enzymatic hydrolysed, surimi, sausage
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul, em especial na regido sul, ocorre a captura e a
industrializacdo de pescado. O uso do pescado de baixo valor comercial como fonte
para obtencdo de produtos com maior valor agregado tais como os hidrolisados
proteicos, é uma alternativa interessante para a sustentabilidade do setor. Para muitos
pescadores e empresarios, a anchoita (Engraulis anchoita) ndo é considerada um
pescado de muito interesse. Esta ndo apresenta aplicagdo comercial por ser pequena
(pouco mais de 10 cm) e exigir muita mao-de-obra durante o processamento
(WITTER, 2010). A anchoita € uma espécie que ainda ndo se apresenta disponivel em
supermercados e na mesa do consumidor brasileiro e pode ser a matéria prima para
estudo de hidrolisados protéicos.

Segundo Oetterer (1999), os hidrolisado protéicos de pescado sé&o
concentrados protéicos, obtidos do trabalho de enzimas que hidrolisam as proteinas
do pescado. Algumas enzimas ja tem sido bastante usadas para a producdo de
hidrolisados de pescado, como a Alcalase (SANTOS et al., 2011; BHASKAR et al.,
2008; CENTENARO, 2007; NIELSEN et al., 2001.; LICEAGA-GUESUALDO e LI-
CHAN, 1999; HOYLE e MERRITT, 1994) , Papaina (NAZEER et al., 2011, HOYLE e
MERRITT, 1994), Flavourzyme (CENTENARO, 2011; SANTOS et al., 2009; NIELSEN
et al.,, 2001), Neutrase (SLIZYTE et al.,, 2004, NIELSEN et al., 2001) e Protamex
(SYLLA et al., 2009).

Além das propriedades funcionais, tecnoldgicas e nutricionais de algumas
proteinas, elas podem apresentar atividade biol6gica. Uma delas é a atividade
antioxidante, que pode estar associada aos peptideos bioativos presentes em
determinadas sequéncias da proteina, liberados apds a hidrélise enzimatica.
Peptideos bioativos sdo cadeias de peptideos de pequeno tamanho, contendo entre
dois e quinze residuos de aminoacidos, inativos dentro da proteina, mas que podem
ser liberados, e exercer efeitos benéficos para o organismo (VIOQUE et al., 2006).
Estes peptideos podem ser Uteis ndo sé para a saude do individuo, mas também
como antioxidantes naturais para a conservagcdo de alimentos. No entanto, sua
atividade ir4 depender da composi¢cdo e sequéncia de aminodcidos, além de sua
massa molecular (NEVES et al., 2006).

A oxidacao de lipideos € um processo indesejavel, pois leva principalmente a

mudancas na coloracdo e no sabor dos produtos. Para retardar as mudancas



oxidativas tém-se utilizado frequentemente, substancias antioxidantes para auxiliar o
processamento e a preservacao dos alimentos (SUETSUNA, 2000).

A média mundial de consumo de pescado, segundo a FAO em 2010, € de 17
Kg por pessoa (SINDROF, 2012). O Brasil apresenta um dos mais baixos indices de
consumo de pescado. Em 2009 os brasileiros consumiram em média 9 Kg de pescado
(SEBRAE, 2012). Este indice, dentre outros fatores, provavelmente deve-se a falta de
conhecimento da importancia do pescado na alimentacdo (RANKEN, 1993). A
industria mundial de pescado, nas Ultimas décadas, vem buscando o desenvolvimento
de novos produtos a partir de tecnologias alternativas, dentre os quais se inclui o
surimi. Surimi € um produto obtido a partir do musculo de pescado, constituido por
proteinas soluveis em solugbes salinas, principalmente as miofibrilares, de alta
gualidade nutritiva e excelente funcionalidade (KHUN, 2006). A elaboracdo do surimi
permite a utilizacdo de espécies de baixo valor comercial, ou da fauna acompanhante
capturada quando o alvo é outra espécie (BARRETO e BEIRAO, 1999).

No século XX a dieta tradicional do brasileiro sofreu algumas modificacées,
entre estas, o consumo de embutidos como salsichas, frios e linglicas (BRASIL,
2006). Esses produtos industrializados sdo mais praticos, possuem um prazo de
validade bem maior do que os produtos "in natura" e tornam mais facil a estocagem.
Estes produtos representam uma solucdo para a vida tumultuada das grandes
cidades. O uso de surimi na formulacdo de salsichas vem sido muito estudado
(GONGCALVES et al., 2009; JIN et al., 2007; MOREIRA, 2005).

Peptideos antioxidantes estdo sendo estudados recentemente em matriz
alimentar para atuarem como antioxidantes. A inibicdo da oxidagdo de lipideos foram
estudados em carne moida (CENTENARO, 2011; ROSSINI et al., 2009; SAKANAKA
et al.,, 2005), sendo encontrados resposta satisfatérias para o uso de hidrolisados
proteicos antioxidantes em alimentos, visando estudos em sistemas mais complexos,

com embutidos carneos emulsionados.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O trabalho teve por objetivo a obtencéo de hidrolisados proteicos com atividade
antioxidante a partir do muasculo de anchoita para aplicagdo em um embutido

elaborado com surimi de anchoita.

2.2. Objetivos especificos

o Obter hidrolisados com o uso de diferentes enzimas comerciais e em
diferentes tempos de hidrélise;

o Verificar o grau de hidrdlise e a atividade antioxidante dos hidrolisados;

° Produzir surimi a partir da polpa de anchoita, utilizando-o como
ingrediente principal para a producéo de salsichas;

o Verificar a influéncia dos hidrolisados na inibicdo da oxidacéo lipidica da

salsicha e da carne de anchoita.



CAPITULO 2



3. REVISAO BILIOGRAFICA

3.1. Anchoita (Engraulis anchoita)

A maior parte da captura mundial de pescado é proveniente de espécies
marinhas, metade correspondente a espécies demersais e a outra a espécies
pelagicas. Entre os pelagicos de pequeno porte destaca-se a anchoita (Engraulis
anchoita), mostrada na Figura 1. Esta espécie é do género Engraulis e pertencente a
familia Engraulidae. Sdo pequenos peixes pelagicos, forrageiros proximos da base da
piramide trofica (CASTELLO, 1998).

Figura 1: Anchoita (Engraulis anchoita).
Fonte: TEODORO PENOFF, 2010.

Entre 1996 e 2006, profissionais mapearam 0S recursos pesqueiros da costa
brasileira, em especial na faixa do Chui ao Ceard. A expectativa era identificar os
novos recursos disponiveis para a pesca nacional. A anchoita foi uma das poucas
espécies consideradas novas por serem pouco ou nhada exploradas no pais
(HOROSTEKI e BELTRAO, 2007).

A anchoita possui habitos costeiros, distribuindo-se principalmente desde o
Golfo Sdo Jorge na Argentina até o Rio de Janeiro. No Brasil, mais especificamente do
Cabo Frio (RJ) até o Chui (RS), este pescado encontra-se nas profundidades menores
que 10 m até aproximadamente 200 m (CASTELLO e CASTELLO, 2003).

Este pescado rendeu, durante muito tempo, bons lucros para o Uruguai e
Argentina (CASTELLO, 1998). Nos Portos de Mar Del Plata, desde 1927, tem-se
praticado a pesca artesanal desta espécie para a producdo de anchoita em salmoura
ou filés em conservas com 0leos ou azeites. A pesca industrial, destinada a producao
de farinha, iniciou-se em 1981 com barcos arrasteiros de meia agua que operavam
desde o porto de La Paloma. As capturas alcancaram 17 mil toneladas em 1983
(NION e RIOS, 1991).



Hoje em dia a maioria dos estoques est4d em situacdo de sobrepesca ou ja
esgotada. A maior parte delas esta nas regides Norte e Nordeste. No Sul, a anchoita
foi identificada como uma das poucas espécies que se apresentam em abundancia em
algumas épocas do ano. No extremo Sul do pais, a estimativa € de um estoque de 1
milhdo de toneladas. A anchoita sé entra no Brasil quando temos aguas muito frias e é
compartilhada com Argentina e Uruguai. O consumo deste pescado ndo é comum no
Brasil. Por isso, pesquisadores estudam as possiveis formas de preparo (ROSSI-
WONGTSCHOWSKI e MADUREIRA, 2006).

3.2. Proteinas

As proteinas sdo moléculas complexas constituidas por carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio e, as vezes, outros elementos como o enxofre, ferro, cobre,
fosforo e zinco (ORDONEZ, 2005). S0 componentes essenciais a todas as células
vivas e estao relacionadas, praticamente, a todas as funcdes fisioldgicas. Elas séo
utilizadas na regeneragdo de tecidos, funcionam como catalisadores nas reacdes
quimicas que se dao nos organismos vivos e que envolvem enzimas ou hormdénios
sdo necessérias nas reacdes imunoldgicas e, juntamente com os acidos nucléicos,
sdo indispensaveis nos fenémenos de crescimento e reproducdo. Constituem o
elemento estrutural do organismo animal (BOBBIO e BOBBIO,1992).

As proteinas estdo presentes em aproximadamente 50% ou mais de seu peso
seco nas células. Em moléculas protéicas existem residuos de aminoacidos que se
ligam covalentemente, formando longos polimeros ndo ramificados, que sé&o
denominados cadeias polipeptidicas (LEHNINGER, 1976).

A qualidade nutricional de qualquer proteina esté ligada a sua composi¢éo de
aminoacidos, digestibilidade e capacidade de fornecer os aminoacidos essenciais nas
gquantidades requeridas pela espécie que consome tal proteina. As proteinas sdo
essenciais aos organismos vivos, devendo estar disponiveis na alimentagdo em
qguantidades adequadas. Além do aspecto qualitativo, deve-se levar em conta o
aspecto quantitativo das proteinas, ou seja, o seu valor nutritivo (SGARBIERI, 1996).

As proteinas da carne sdo muito similares em todos os animais de abate,
podendo ser classificada segundo a sua solubilidade, em trés grupos: miofibrilares,

sarcoplasmaticas e insoltveis (ORDONEZ, 2005).



3.2.1. Proteinas do musculo de pescado

As proteinas sarcoplasmaticas, localizadas dentro das células (sarcoplasma)
sdo soluveis em agua e formadas pelo conjunto chamado de conjunto midgeno.
Proteinas desta categoria se incluem as enzimas oxidativas, mioglobina e outros
pigmento e enzimas responsaveis pela glicélise (RANKEN, 2000).

As proteinas miofibrilares sdo as que formam as miofibrilas e incluem em
maior quantidade actina e miosina. Estas proteinas, insollveis em agua e sollveis em
solucdo salina, tem papel fundamental na coagulacdo e formacédo de gel quando o
muasculo de pescado é processado (TAHA, 1996). Sdo consideradas as principais
proteinas do pescado e estdo contidas nas células musculares, tendo como funcéo a
formacdo dos tecidos esqueléticos, além de serem responséaveis pelo fenébmeno de
contracéo muscular (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

As proteinas do estroma sdo geralmente referidas como as proteinas do tecido
conjuntivo e fazem parte da estrutura do musculo. As principais proteinas deste grupo
séo os colagenos (RANKEN, 2000).

O musculo de diferentes animais é muito similar com relacdo ao contetdo de
proteinas e ao perfil de aminoacidos. Existe uma pequena diferenca entre o masculo
de pescado e de animais terrestres, decorrentes das necessidades de estrutura
muscular requerida para nadar e flutuar (KRISTINSSON e RASCO, 2000).

3.2.2. Peptideos e aminoacidos

Os aminoacidos sdo considerados as unidades monoméricas formadoras da
proteina. Estes aminoacidos contem grupos funcionais aminicos e carboxilicos.
Apesar de muitas proteinas conterem outras substancias além dos aminoacidos a
estrutura tridimensional e propriedades bioldgicas das proteinas sdao determinadas
pelos tipos de aminoacidos presentes em sua molécula, a ordem em que eles estéo
unidos entre si na formagdo da cadeia polipeptidica e também pela inter relacdo
espacial de um amino&cido com o outro (MURRAY et al., 1990).

Os grupos amino e carboxilico dos aminoacidos combinam-se para formar as
ligacdes peptidicas, como mostra a Figura 2. Um peptideo consiste de dois ou mais
aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. Os peptideos com mais de dez residuos

de aminoéacidos sdo chamados de polipeptideos. A sequencia linear dos residuos de



aminoacidos de um polipeptideo constitui a sua estrutura primaria (MURRAY et al.,
1990).

Aminoacido 2

Aminoacido 1 H H
H H
" 1 H 1
H H
R R
4 .
Ligalgélo H
peptidica
ey
H
Agua

Dipeptideo

Figura 2. Formacdo de um dipeptideo através da ligacdo peptidica entre dois
aminoacidos.
Fonte: Administrador EAE, 12/12/2009. http://bloggeae.blogspot.com/2009/12/substancias-quimicas-que-

compoem-os.html

Os aminoécidos, peptideos e proteinas sdo componentes importantes dos
alimentos por proporcionarem 0s elementos necessarios para a sintese proteica e por
contribuem diretamente para o sabor dos alimentos e séo precursores dos
componentes aromaticos e substancias coloridas que se formam mediante as reacdes
térmicas ou enzimaticas que ocorrem durante a obtengdo, preparo e armazenamento
dos mesmos (BELITZ e GROSCH, 1997).

3.3. Enzimas proteoliticas

As enzimas sdo catalisadores protéicos das reacdes bioquimicas. Atualmente
sdo conhecidas diferentes enzimas, muitas delas sdo comercializadas, onde cada uma
delas atua em um tipo diferente de reacao quimica. Além das enzimas possuirem um

alto poder catalitico apresentam alta especificidade na sua funcdo. Cada tipo de
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molécula enzimatica contém um sitio ativo, onde o seu substrato especifico esté ligado
durante uma etapa da catalise (LEHNINGER, 1976).

As proteases sao enzimas que atuam na quebra de ligacdes peptidicas da
cadeia protéica e, dependendo da sua especificidade, podem afetar no tamanho, na
quantidade, na composicdo de aminoacidos livres, peptideos e na sequencia de
aminoacidos que a compdem (WU et al., 2003).

Existem as enzimas proteoliticas classificadas em endo e exopeptidases
(Figura 3). As endopeptidases hidrolisam as ligacbes peptidicas, geralmente em
residuos especificos, produzindo peptideos grandes. Por outro lado, as exopeptidases
atuam no nitrogénio terminal dos aminoacidos, formando as aminopeptidases, ou ho
carbono terminal, produzindo as carboxipeptidases (TORRUCO-UCO et al., 2008). Em
proteinas alimentares geralmente utilizam-se as endoproteinases, podendo também
estar combinadas com as exoproteinases para que ocorra a degradacdo completa
(TORRUCO-UCO et al., 2008; KRISTINSSON e RASCO, 2000).

A Alcalase € uma enzima produzida por fermentacdo submersa pelo Bacillus
licheniformis, sendo desenvolvida pela Novo Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca) para a
industria de detergentes. Tem sido provado repetidamente, por muitos pesquisadores,
que é a melhor enzima usada na preparacdo de diversos hidrolisados protéicos
(SANTOS et al., 2011; BHASKAR et al., 2008; CENTENARO, 2007; NIELSEN et al.,
2001.; REVALLEC-PLE et al., 2000; LICEAGA-GUESUALDO e LI-CHAN, 1999;
HOYLE e MERRITT, 1994).

A Flavourzyme € um complexo de proteases fuangicas, constituida de
exopeptidases e endopeptidases, produzida pela fermentacdo submersa de uma
linhagem selecionada de Aspergillus oryzae que néo foi geneticamente modificada,
atuando na hidrolise sob condigbes neutras ou ligeiramente &cidas. Esta enzima
também tem sido bastante utilizada para produzir hidrolisados protéicos de pescado
(SANTOS et al., 2011; CENTENARO, 2011; NILSANG et al., 2005; NIELSEN et al.,
2001).

A Protamex € uma protease bacteriana do Bacillus sp., sendo complexa pela
mistura de endo e exopeptidases. E utilizada na indistria de alimentos para melhorar
as propriedades funcionais, nutricionais e flavorizantes da proteina (NOVOZYMES,
2012). A enzima Protamex tem sido usada em alguns estudos (SLIZYTE et al, 2009;
LIASET et al.,, 2003), onde os autores alegam que os hidrolisados obtidos néo

apresentam sabor amargo.
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Figura 3: Atuacdo de enzimas endo e exopeptidases na cadeia protéica durante a
hidrdlise.
Fonte: TORRUCO-UCO et al. (2008).

Santos et al. (2011) utilizaram as enzimas comerciais Alcalase e Flavourzyme
para a obtencdo de hidrolisados de cabrinha (Prionotus punctatus), um pescado de
baixo valor comercial, modificando as propriedades funcionais das proteinas.

Jia et al. (2010) utilizaram proteases como Neutrase, Flavourzyme, Alcalase,
Protamex, além de Tripsina e Papaina para hidrolisar a pele da polaca do Alasca
(Theragra chalcogramma), um subproduto da indUstria pesqueira, o qual resultou em
diferentes produtos com atividade antioxidante.

Kechaou et al. (2009) também utilizaram as enzimas Alcalase, Flavourzyme e
Protamex para atuar sobre as visceras de Sepia officinalis e Sardina pilchardus,

verificando o efeito na distribuicdo dos lipideos e a composicao dos aminoacidos.

3.4. Hidrolisados protéicos

Denominado pela sigla FPH (Fish Protein Hydrolysated), conforme designado
pela Food and Agriculture Organization (FAO), esse produto pode atingir uma

concentracdo de proteina de 90%, além de apresentar propriedades funcionais Uteis
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para a industria alimenticia (OETTERER, 2001). Os hidrolisados podem ser definidos
como proteinas que séo clivadas quimica ou enzimaticamente em peptideos de varios
tamanhos, ou seja, podem ser obtidos basicamente por trés métodos: a hidrolise
alcalina, a hidrolise enzimética e a hidrolise acida (ADLER-NISSEN 1986).

Na hidrolise quimica é feita uma solubilizacdo acida ou alcalina das proteinas,
atingindo pH extremos, seguida de uma precipitacdo acida ou alcalina até atingir o seu
ponto isoelétrico. A hidrolise quimica é mais comumente utilizada na pratica industrial,
porém os processos biolégicos que utilizam adicdo de enzimas sdo mais promissores
gquando se deseja produtos com alta funcionalidade e valor nutritivo (MARTINS, 2009).
Na hidrdlise enzimatica deve ser levado em conta alguns parametros, como o tipo de
substrato e enzima, a concentracdo de ambos, o tempo de hidrolise (t), a temperatura
(T) e 0 pH de reacdo (SANTOS et al., 2011; CENTENARO, 2007).

Normalmente os hidrolisados enzimaticos sdo utilizados para melhorar as
propriedades funcionais e nutricionais dos alimentos para o uso em formulagdo de
produtos farmacéuticos e de aplicacdo clinica especifica, reduzindo a alergenicidade
da proteina, além de obter peptideos bioativos (MOURE et al., 2005).

A atividade biologica de um peptideo pode estar presente devido ao modo de
obtencdo, como através da hidrolise enziméatica (com enzimas digestivas ou
produzidas a partir de microrganismos e plantas) e por fermentagcdo. (KORHONEN e
PIHLANTO, 2006). Os hidrolisados protéicos de pescado, obtido por hidrélise
enzimatica controlada, possuem boas propriedades nutricionais como a composicao
de aminoécidos e a alta digestibilidade (NOLSOE e UNDELAND, 2009).

Nazeer et al. (2011) utilizaram duas espécies de pescado (Sphyraena
barracuda e Lepturacanthus savala) e trés tipos de enzimas (Papaina, Pepsina e
Tripsina), testando as atividades antioxidantes, como poder redutor, inibicdo da
peroxidacgdo lipidica e efeito sequestrante do radical DPPH. Foram obtidos peptideos
purificados com excelente atividade sequestradora de radicais livres além de potentes
inibidores da peroxidagdo lipidica, podendo ser utilizados na preservagdo de
alimentos.

Sampath-Kumar et al. (2011) utilizaram a pele de Magalaspis cordyla e
Otolithes ruber como matéria prima para a obtencdo de hidrolisados através da
atuagao das enzimas Pepsina, Tripsina e a-Quimiotripsina, os quais foram purificados
e identificados a atividade antioxidante, como o poder redutor, atividade quelante do
fon Fe*, atividade antioxidante utilizando o sistema modelo com &cido linoléico,

sequestro de radicais livres, como DPPH e OH". Foi constatado que peptideos de
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baixo peso molecular apresentaram boas propriedades antioxidantes, podendo agir
contra problemas oxidativos que causam doencas degenerativas. Os autores
sugeriram que a pele de Magalaspis cordyla foi uma boa matéria prima para a
obtencdo de peptideos bioativos e nutracéuticos, porém que esses peptideos

deveriam ser avaliados in vivo para a verificacdo da sua atividade antioxidante.

3.5. Grau de hidrolise

Segundo Nielsen et al. (2001), em hidrélise de proteinas, o parametro para
monitorar a reacdo € o grau de hidrolise, definido como a porcentagem de ligagdes
peptidicas quebradas.

Durante a hidrolise das proteinas a escolha da enzima e as condi¢cdes de
processo influem na composi¢cdo dos peptideos e, portanto nas suas propriedades
funcionais e bioativas (VAN DER VEN et al.,, 2002), além do grau de hidrélise. Os
hidrolisados podem ser classificados em parciais (GH<10%) e extensivos (GH>10%)),
cada um com suas caracteristicas especificas e que podem afetar a sua utilizacdo
(VIOQUE et al., 2006).

Ha diferentes maneiras de se medir o grau de hidrdlise, sendo que é vantagem
usar a porcentagem de grau de hidrélise (%GH) como parametro de processo e que
surge para determinar, sem erro, a propriedade da proteina hidrolisada para um dado
sistema proteina - enzima (PETERSEN, 1994).

3.6. Propriedades dos hidrolisados protéicos

Os hidrolisados protéicos tém sido utilizados desde 1940 com finalidades
médicas na preparacdo de dietas especiais para alimentacdo enteral de bebés e para
manutencdo do estado nutricional de pacientes impossibilitados de digerir proteinas.
Na década de 70 assistiu-se um expressivo crescimento nos métodos de preparacao e
uso de hidrolisados protéicos, tanto com finalidades clinica e nutricional como para a
melhoria de propriedades funcionais de alimentos de base protéica (CLEMENTE,
2000).

As proteinas sdo fontes de peptideos bioativos que estdo inativos e sdo
ativados durante o processo digestério ou durante o processamento alimentar. Uma

vez liberados, os peptideos exercem diversas fungdes fisioldgicas, como a atividade
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opidide, anti-Ulcera, anticarcinogénica, anti-hipertensiva, antitumoral e antioxidante
(KORHONEN e PILHANTO, 2003).

Os antioxidantes s&o compostos que podem agir como doadores de
hidrogénio, estabilizando os radicais livres que sdo formados naturalmente no
metabolismo celular e que sdo responsaveis por diversas doencas degenerativas,

como as cardiovasculares, diabetes e Alzheimer (CHANPUT et al., 2009).

3.7. Antioxidantes

Segundo a ANVISA, os antioxidantes sdo compostos que retardam o
aparecimento de alteragdes oxidativas em alimentos. Os antioxidantes podem agir em
diferentes niveis em uma sequencia de oxidacao. Isso pode ser ilustrado considerando
um dos muitos mecanismos cujo estresse oxidativo pode ser perigoso, como a
simulacao da reacdo do radical livre formado na peroxidacao lipidica. As reacdes de
formacdo de radicais livres dentro do alimento pode ser inibida pela adicdo de
compostos quimicos, que podem retardar a formacao desses radicais, ou adicionando
substancias que podem competir com os radicais existentes e remové-los do meio de
reacao (SHIN-YOUNG et al., 2004).

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos capazes de
possuir existéncia independente, contendo um ou mais elétrons ndo pareados em seu
orbital. S&o altamente instaveis, com a meia-vida curta e muito reativos quimicamente.
Isso pode causar danos, por reagir com praticamente qualquer molécula que entre em
contato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A producdo bioquimica de hidrolisados protéicos de pescado deve ser feita
pelo emprego de processos autoliticos ou uma hidrélise acelerada. No processo
acelerado ha o emprego de proteases comerciais, cujo produto apresenta atividade
antioxidante (JAO e KO, 2002).

3.7.1. Tipos de antioxidantes

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais que séo adicionados em
produtos para prevenir ou retardar a deterioracdo dos mesmos pela acdo do oxigénio
liberado no ar (HUANG et al., 2005). Alguns antioxidantes sintéticos (Figura 4) como o

hidréxitolueno butirato (BHT), hidroxianisol butirato (BHA), a butilhidréxiquinona
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terciaria (TBHQ) e o propilgalato (PG) sé@o adicionados em produtos alimenticios para
retardar a oxidagéo lipidica (WANITA e LORENZ, 1994).

OCH; i OH i OH
OH OH OH
BHA BHT TBHQ
O O
OH
PG

Figura 4: Estrutura dos antioxidantes sintéticos que sdo adicionados em produtos

alimenticios.
Fonte: ALVES et al., 2010

Nos ultimos anos vem sendo pesquisado a producdo de antioxidantes naturais,
visto que os sintéticos se tem suspeita de serem carcinogénicos (SINGH et al., 2002).
Estudos feitos com BHA mostrou que esse antioxidante induz a hiperplasia
gastrointestinal em roedores por um mecanismo desconhecido. Em humanos essa
observacao ndo esta clara, mas a reducao do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de
células basais foram atribuidas ao uso de TBHQ (BOTTERWECK et al., 2000). No
Brasil, segundo o Ministério da Saude, o limite para o uso destes antioxidantes em
alimentos é de 200 mg/Kg para o BHA e TBHQ e 100 mg/Kg para BHT (BRASIL,
1998).

Entre os antioxidantes naturais mais utilizados na industria alimenticia, podem
ser citados os tocoferdis, acidos fendlicos e extratos de plantas (alecrim e salvia). O
extrato de alecrim tem sido Util na conservacao da vida util dos alimentos. Na industria
alimenticia € uma excelente alternativa de antioxidante natural. Os tocoferéis (Figura

5) sdo muito utilizados para prevenir a oxidagcdo de 6leos e gorduras. Sua acao se
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baseia no poder de doar hidrogénios aos radicais lipidicos (DOSSIE ANTIOXIDANTE,
2009).

CH,

o - tocoferol: R, =R, =R, =CH,

B - tocoferol: R, =R, =CH,;R,=H
Y - tocoferol: R, =H; R, =R, =CH,
0 - tocoferol: R, =R, =H; R, = CH,

Figura 5: Molécula dos tocoferais.
Fonte: RAMALHO E JORGE, 2006.

Os acidos fendlicos sdo compostos por um anel benzénico, ou grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila ou metoxila nha molécula, que
confere a atividade antioxidante. (DOSSIE ANTIOXIDANTE, 2009).

3.7.2. Peptideos antioxidantes

Segundo Babizhayev et al. (1994) alguns peptideos s&o naturalmente
encontrados no musculo como a glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), carnosina
(B-alanil-L-histidina), anserina (B-alanil-L-1-metil-histidina) e ofidina (B-alanil- L-3-metil-
histidina). Normalmente a dieta protéica diz respeito a fonte de energia e aminoacidos
essenciais, que sdo necessarios para o crescimento e a manutencdo das funcdes
fisiolégicas. Recentemente se tem tentado identificar e caracterizar os peptideos
bioativos de fontes vegetais e animais. Peptideos bioativos sdo considerados
fragmentos que, inativos dentro da sequencia da proteina, mas que apés a hidrélise
adquirem diferentes propriedades bioativas. Estes peptideos possuem de 2 a 20
unidades de aminoacidos (MEISEL e FITZGERALD, 2003) e massa molecular menor
que 6000 Da (SUN et al., 2004).

Ha poucos anos as propriedades antioxidantes de hidrolisados tem sido

demonstradas através da digestao de vérias proteinas pelas enzimas gastrointestinais
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ou pela hidrélise &cida (KONG E XIONG, 2007). Matérias primas como ovo, pescado,
vegetais e sementes oleaginosas tem sido utilizadas para a obtencdo de peptideos
com atividade antioxidante (MOURE et al., 2006).

O exato mecanismo da atividade antioxidante ainda nao é bem compreendido,
mas varios estudos demonstram que os hidrolisados sao inibidores da oxidacéo
lipidica (MOURE et al., 2006; QUIAN et al., 2008), tem capacidade de sequestro de
radicais livres (QUIAN et al., 2008; RAJAPAKSE et al., 2005) e atividade quelante de
ions metalicos (RAJAPAKSE et al., 2005).

As propriedades antioxidantes de peptideos sédo relatadas pela sua
composicao, estrutura e hidrofobicidade (CHEN et al., 1998). Tirosina, Triptofano,
Metionina, Lisina, Cistina e Histidina sdo exemplos de aminoacidos que podem atuar
como antioxidantes (WANG e MEJIA, 2005). Aminoacidos com residuos aromaticos
podem ser doadores de prétons para os radicais livres. A atividade antioxidante de
peptideos contendo histidina no conjunto esta relacionado ao poder de doar hidrogénio
e na habilidade quelante de ions metélicos do grupo imidazol (RAJAPAKSE et al.,
2005). Além disso, 0 grupo SH na cisteina tem uma importante agcdo antioxidante
devido a interacéo direta com os radicais (QUIAN et al., 2008).

Zong-Ji et al. (2008) obtiveram peptideos antioxidantes de proteina de ostra,
onde uma certa sequencia de aminoacidos (Leu-Lys-GIn-Glu-Leu-Glu-Asp-Leu-Leu-
Glu-Lys-GIn-Glu), de 1,60 kDa, apresentou maior atividade contra a peroxidacdo do
acidos graxos poliinsaturados (PUFA) comparado com o a-tocoferol. Assim, os
peptideos tem sido considerados potenciais fontes para o controle de diversos
processos oxidativos no corpo humano e em alimentos (SAMARANAYAKA e LI-
CHAN, 2011).

3.8. Métodos de determinacédo da atividade antioxidante

Existem diferentes métodos para a determinacdo da atividade antioxidante de
peptideos, entre estes a capacidade de sequestrar o radical DPPH, o poder redutor e
a inibicdo da peroxidacao lipidica (OLIVEIRA et al., 2009).

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em virtude
do desemparelhamento do elétron na molécula, que confere a coloracdo violeta
(RUFINO et al., 2007). A capacidade de reducdo do radical DPPH é indicada pela
diminuicdo da absorbancia, em um determinado comprimento de onda caracteristico,

ap6s a acao de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢). Na Figura 6 é



18

mostrada a rea¢ao que ocorre durante a redugdo do DPPH+ (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).

N
| |
Ne + AH —> NH + A
O;N NO; O3N NO;
NO» NO;
DPPH DPPH-H
(sem cor)

(cor purpura, 517 nm)

Figura 6: Acao do antioxidante (AH) na reducéo do radical DPPH.
Fonte: Halliwell e Gutteridge (2007).

O poder redutor é outro método utilizado baseado na capacidade do
antioxidante reduzir o fon ferrocianeto ([Fe(CN)¢]*) a ferrocianato ([Fe(CN)¢]*) que na
presenca do ion férrico (FeCl;) forma um composto azul prassia, devido a habilidade
do antioxidante de transferir um elétron para a reducdo de radicais (SUN e
TANUMIHARDJO, 2007). O aumento da absorbancia indica um maior poder redutor
do antioxidante (YEN E CHEN, 1995).

A medida da inibicdo da peroxidacao lipidica consiste na medicdo da inibicdo
da oxidacao de um lipideo, de um sistema modelo, pelo antioxidante a ser testado
(OLIVEIRA et al., 2009). Os hidroperéxidos gerados durante a oxidacdo do acido
linoléico reagem com o sulfato ferroso, originando o sulfato férrico e apds, com adicao
do tiocianato férrico, ocorre a formacdo de um complexo de cor vermelho sangue,
sendo analisado a 500 nm (NASCIMENTO et al., 2010). ApGs ser iniciado, 0 processo
oxidativo ao torna-se autocatalitico e somente termina quando se esgotarem as
reservas de acidos graxos insaturados e oxigénio (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). A diminuicdo da densidade Gtica, pela acdo do antioxidante, corresponde a

interrupcdo da oxidacao, pois o acido linoléico ndo esté disponivel no meio e ocorre 0
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surgimento de outros produtos secundarios da degradac¢éo dos hidroperéxidos (CHEN
et al., 1998).

3.9. Oxidacdo lipidica em alimentos

A oxidacao é uma das maiores preocupacdes, tanto das industrias alimenticias
quanto dos consumidores. E um fendmeno espontdneo e inevitavel, com uma
implicacdo direta no valor comercial quer dos elementos graxos, quer de todos os
produtos que a partir deles sdo formados. A peroxidacdo lipidica constitui a principal
causa de deterioracdo dos lipideos e matérias graxas. Em processos de
transformacéo e armazenamento a matéria prima fica afastada do seu contexto de
protecdo natural, sofrendo alteragBes do tipo oxidativo, as quais tem como principal
conseqiéncia a modificagdo do flavor original e o aparecimento de odores e gostos
caracteristicos do ranco, que representa para o consumidor, ou para o transformador
industrial, uma importante causa de depreciacdo ou rejeicdo (SILVA et al., 1999).

O tipo de oxidagdo é dependente da atividade de agua, da composicao quimica
dos lipideos e sua distribuicho na matriz (HAMILTON et al., 1983). Dados
experimentais permitiram verificar que as velocidades mais baixas do processo de
oxidacdo dos lipideos se observam para valores de atividade da agua (aw)
compreendidos entre 0,2 e 0,3 (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A velocidade de
oxidacdo aumenta em atividade de agua muito abaixo de 0,2 (quando desidratados),
ou superiores a 0,3. O primeiro caso pode explicar-se pela formacdo de canais na
matriz como resultado da eliminagdo de &agua, através dos quais é favorecida a
migragdo do oxigénio. O segundo resulta provavelmente do favorecimento de reagfes
de oxidacdo enzimatica e da capacidade de mobilizacdo de metais de transi¢cdo (pro-
oxidantes) pela agua (FRANKEL, 1994).

Existem algumas andlises que séo capazes de fornecer informagfes sobre o
estado oxidativo dos alimentos. Analises como o indice de peréxidos, acidos graxos
livres, anisidina, Kreis, TBA (&cido 2-tiobarbitdrico), valor Totox (valor total de
oxidagcdo) e compostos volateis s&o utilizados no controle de qualidade de dleos,
gorduras e produtos na predicdo da rancidez do alimento analisado (OSAWA et al.,
2005). O teste de TBA quantifica o0 malonaldeido (MDA), um dos principais produtos
de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado
durante o processo oxidativo. O MDA é um dialdeido de trés carbonos, com grupos

carbonilas nos carbonos C-1 e C-3 (ANGELO, 1996). A reacao envolve o acido 2-
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tiobarbitirico com o malonaldeido (Figura 7), produzindo um composto de cor
vermelha, podendo ser medido espectrofotometricamente a um comprimento de onda
532 nm.

H
HS. _N_ _OH
T 8 \
| 0 N HO._ __N. .8
N n C—CH;—C . -
-\Q}/ﬁ"\,H [[/ \H N — H + 2H:0
QT “CH-C—=CH—. _N ;
OH Malonaldeido
A OH OH

Cromogénio

Figura 7: Reacdo do TBA com o malonaldeido proveniente da decomposicdo de

hidroperéxidos.
Fonte: Aradjo, 1995.

Ao optar pela andlise de TBA, deve-se conhecer a composi¢cdo em acidos
graxos do alimento em analise, uma vez que o teste mede a extensdo da oxidacao de
lipideos com trés ou mais duplas ligagbes. Para sistemas mais complexos, em que
estdo presentes misturas de constituintes, a medida de TBA tem apenas significado
gualitativo e comparativo embora seja de grande utilidade na comparagédo de um unico
material em diferentes estagios de oxidacdo (FENNEMA, 1996).

Como pode haver interacbes covalentes do malonaldeido com os grupos
aminas livres presentes em proteinas (OSAWA et al., 2005; ARAUJO, 1995), deve-
se medir a extensdo geral da oxidacéo de lipideos. Assim, a terminologia correta para
se utilizar seria de substancias reativas com TBA (TBARS) e ndo numero ou valor de
TBA.

3.10. Surimi

No Codex alimentarius, o surimi é definido como um produto protéico de
pescado para uso posterior, obtido por meio da separa¢do mecanica em que € moido,
lavado, purificado, drenado, misturado com ingredientes crioprotetores e congelado
(FAO/WHO, 2003).

A lavagem é a operacdo principal na obtencdo de surimi, pois remove
principalmente as proteinas sarcoplasmaticas favorecendo a formacao de gel, pela

concentracdo das proteinas miofibrilares. O numero de ciclos de lavagem e as
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propor¢cdes dgua/carne empregadas podem variar, sendo a repeticdo de 3 a 4 vezes
suficiente para a efetiva remocao das proteinas sarcoplasmaticas (NEIVA, 2003), além
de pigmentos, modificando a cor do produto. Quando se aquece o musculo de
pescado, as proteinas sarcoplasmaticas coagulam com o calor e aderem-se as
proteinas miofibrilares. Esse fendmeno impede a formacao de gel a partir do musculo
de pescado. Os lipideos também sédo extraidos, reduzindo assim a possibilidade de
haver modificacdes do musculo causada pela oxidacdo lipidica. O musculo de
pescado pode ser claro ou escuro, dependente do teor de lipideos, sendo que quanto
mais claro menos gordura este possui (KRISTINSSON e RASCO, 2000).

Apoés as lavagens, antes de ser congelado, sao adicionados crioprotetores no
surimi de modo a prevenir a desnaturacdo das proteinas miofibrilares e a perda dos
atributos nutricionais e funcionais durante 0 armazenamento a baixas temperaturas.
Uma combinagéo de crioprotetores adequada seria a mistura de 5% de sorbitol e 0,3%
de tripolifosfato de sddio (AFDF, 1987). O mecanismo de estabilizacdo da proteina do
musculo de pescado com o crioprotetor € devido a sua interacdo e as ligacdes com os
grupos funcionais na superficie das moléculas protéicas. Com isso cada molécula de
proteina fica envolvida por moléculas de crioprotetores hidratados, diminuindo a
agregacao das proteinas (DEY e DORA, 2010).

Parvati e George (2011) estudaram diferentes concentracdes de crioprotetores
(sorbitol e sacarose) no surimi de Nemipterus japonicus e a percepc¢ado da docura em
produtos como a salsicha, o hamburguer e o bolo. De acordo com a presente
investigacdo, uma concentracdo de mistura de acucar de 2 a 4% foi sugerida como
adequada para um tmpo de armazenamento do surimi de
pelo menos 5 meses a -20°C, ndo havendo a percep¢éo da dogura no produto.

O surimi ndo deve ser considerado um produto alimentar propriamente dito,
mas um ingrediente intermediario utilizado na elaboragdo de diversos produtos.
Podem ser utilizados como matéria prima para a fabricagdo de fishburger, salsichas,
empanados e enlatados, tirinhas de peixes, nuggets etc. ou como ingredientes na
composicao de fish cakes, lasanhas, risoles e croquetes de pescado. Tais produtos
podem ser direcionados para o atendimento do consumidor institucional, como
escolas, creches, asilos, restaurantes, hospitais, etc. devido ao seu alto valor

nutricional, auséncia de espinhas e de sabor suave (KIRSCHNIK, 2007).



22

3.11. Salsicha

A salsicha é definida como o produto carneo industrializado, obtido da emulséo
de carne de uma ou mais espécies de animais de acougue, adicionados de
ingredientes, embutido em envoltério natural, ou artificial ou por processo de extrusao,
e submetido a um processo térmico adequado (RIISPOA, 2011).

Pode-se definir a emulsdo como uma suspensao coloidal de dois liquidos
insolGveis entre si (imisciveis), mas que, mantém-se harmoniosamente dispersos um
no outro pela acdo de um agente emulsificante interfacial. Para que ocorra a unido
entre o 6leo e a agua, ha a necessidade da presenca de um terceiro componente - a
proteina - agente denominado emulsificante. A proteina, por possuir uma porg¢ao
hidrofilica (polar) e outra hidrofébica (apolar), atua na interface entre a gordura e a
agua, diminuindo a tensao interfacial entre as duas, unindo-as e evitando a saida e
coalescéncia da gordura (OLIVO, 2006).

A matéria prima da salsicha, conforme Instrugdo Normativa N°4 de 2000, €
basicamente composta de carne de diferentes espécies de animais de agougue, carne
mecanicamente separada, miudos comestiveis de diferentes espécies de animais de
acougue, tenddes, pele, gordura e alguns ingredientes opcionais como: agua, proteina
vegetal e/ou animal, agentes de liga, aditivos intencionais, acucares, aromas,
especiarias e condimentos (BATTISTELLA, 2008).

Os embutidos emulsionados sdo produtos prontos para o consumo, feitos a
partir de produtos carneos cominutados e homogeneizados, tecido graxo, agua e
saborizantes, usualmente defumados (FAO, 1985).

A producédo de salsichas de carne de pescado pode se tornar uma opgéao de
produto com valor agregado, ou seja, com alto valor nutritivo. Alguns estudos, como o
de Oliveira-Filho (2010), que desenvolveu uma salsicha com carne mecanicamente
separada de residuos de tilapia, demonstram a viabilidade da elaboracéo deste tipo de

alimento embutido.

3.11.1.Ingredientes da salsicha

Existe muita versatilidade nos ingredientes usados na elaboracdo de
embutidos. Os ingredientes mais utilizados sdo agueles que possuem 0s seguintes
requisitos: facil obtencdo ou compra, baixo preco, disponibilidade durante todo o ano,

além de segurancga microbiolégica (PARDI et al., 1994).
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A proteina isolada de soja € um 6timo ingrediente usado na elaboracéo de uma
emulsdo de qualidade em produtos embutidos, por possuir grande capacidade de ligar
a 4gua e o lipideo (RUUSUNEN et al., 2003).

O amido é outro ingrediente amplamente usado em embutidos carneos devido
sua capacidade de formar gel quando submetido ao calor e ligacdo com a agua
(PARDI et al.,, 1994), sendo o0 maximo permitido pela Legislacdo Brasileira, para
salsichas, de 2% (BRASIL, 2000).

O sal, além de ser usado como condimento, contribui também na solubilizacdo
das proteinas miofibrilares, transformando-as do estado nativo em proteina
solubilizada, e quando aquecidos, esta proteina solubilizada fixa-se como uma
estrutura de rede, imobilizando a agua, tornando esta pasta com a consisténcia de um
gel e melhorando consequentemente a textura das salsichas (OLIVO, 2006).

Os fosfatos atuam nos produtos carneos elevando o pH do meio, melhorando a
capacidade de retencdo de agua, protegendo contra a perda de umidade, aumentando
a suculéncia e melhorando a textura (PARDI et al., 1994).

O sal de cura (nitrito e nitrato de sédio) quando adicionado em produtos
carneos tem as funcdes de formar a coloragcdo rosada tipica de produto curado,
contribuir para o desenvolvimento do aroma caracteristico de carne curada, inibir o
agente causador do botulismo (Clostridium botulinum) e atuar como antioxidante
(ORDONEZ et al., 2005).

Os condimentos ou especiarias sdo substancias que adicionadas aos alimentos
imprimem sabores e odores caracteristicos, além de atuarem como agentes
antioxidantes e bactericidas. Dentre as especiarias que mais possuem essas agoes
sdo: cravo, canela, pimenta, mostarda, noz-moscada, gengibre, tomilho, louro,

manjerona, segurelha, alecrim, além do alho e cebola (PARDI et al., 1994).

3.12. Avaliagéo do produto

Cada alimento ou produto alimenticio tem caracteristicas bem definidas que
geralmente sdo percebidas em primeira instdncia como caracteristicas de textura.
Primeiramente o consumidor deve estar inteiramente satisfeito com as propriedades
sensoriais do produto. A textura de um alimento € um dos atributos primordiais na
aceitagdo perante o consumidor (SMEWING, 2001).

O estudo das medidas reoldgicas dos alimentos contribui para o conhecimento

da sua estrutura e é de grande utilidade para o controle dos processos. Existem trés
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parametros para medir a textura, como forc¢a, distancia e tempo. A forga é a medida do
estresse, onde inclui penetracdo, compressao-extrusdo, corte, quebra, tenséo, torque
e dobra. A distancia pode ser relacionada com o esforco realizado causado pela
aplicacéo do estresse. Pode ser medida linearmente (L), como medidas de area (L?)
ou volume (L%). O tempo é medido em segundos correlacionado com a variacdo da
deformacéo do alimento no momento que a forca é aplicada (SMEWING, 2001).

Outra avaliacdo que possui importante papel na evolucdo da qualidade do
produto consumido é a percepcdo da cor (CHAMBERS e BOWERS, 1993). O
colorimetro usa sensores que simulam o modo como o olho humano vé a cor,
expressando a cor na forma numérica e quantificando a diferenca de cor entre um

padrdo e uma amostra de producéo.



CAPITULO 3
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Esta dissertacdo foi dividida em trés artigos:

Artigo 1: Obtencdo de hidrolisados enziméticos de anchoita (Engraulis anchoita) e

avaliagdo da atividade antioxidante

Artigo 2: Influéncia das lavagens nas caracteristicas tecnoldgicas de surimi de

anchoita (Engraulis anchoita)

Artigo 3: Utilizacdo de surimi de anchoita (Engraulis anchoita) em embutido

emulsionado e efeito antioxidante do hidrolisado



ARTIGO 1: OBTENCAO DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS DE ANCHOITA
(Engraulis anchoita) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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OBTENGAO DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS DE ANCHOITA (Engraulis anchoita)
E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

RESUMO

O processo de hidrélise de pescado tem se mostrado muito eficiente para a obtencao
de peptideos e aminoacidos com atividade antioxidantes tanto no metabolismo
humano quanto nas caracteristicas de produtos alimenticios. Foram produzidos
diferentes hidrolisados de carne mecanicamente separada (CMS) de anchoita através
do uso das enzimas comerciais Alcalase, Flavourzyme e Protamex, verificando o grau
de hidrolise. Foram analisadas as atividades antioxidantes pela inibicdo da
peroxidacdo lipidica do acido linoléico, pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH) e pelo poder redutor do ferrocianeto. Obtiveram-se valores de grau
de hidrélise maximo de 80% com a enzima Alcalase e minimo proximo a 30% com a
enzima Flavourzyme. Na atividade antioxidante, pela inibicdo da peroxidacéo lipidica,
houve um aumento da oxidacdo do acido linoléico com o passar dos dias para todas
as amostras, sendo que aquelas que continham os hidrolisados foram menos efetivas
em comparagdo com o padrao a-Tocoferol, que inibiu a oxidacdo em 80,3+0,5%, ao
final de seis dias de incubagé&o. O hidrolisado obtido com a enzima Flavourzyme, em 1
hora de reacdo, foi o que se manteve mais efetivo, apresentando uma inibicdo de
43,8+0,2%. A acdo de sequestro do radical livre DPPH foi maior com o aumento da
concentracdo de hidrolisado, sendo que a enzima Flavourzyme, na concentracdo de 5
mg/mL, foi a mais efetiva na captura desse radical, comparada com as demais
enzimas na mesma concentracdo. Com relagdo ao poder redutor, a enzima
Flavourzyme também produziu hidrolisados com maior atividade doadora de elétrons.

Palavras-chave: pescado, enzimas, peptideos, antioxidantes.
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PRODUCTION OF ARGENTINE ANCHOVY (ENGRAULIS ANCHOITA) ENZYMATIC
HYDROLYZATES AND VERIFYING ANTIOXIDANT PROPERTIES

ABSTRACT

The process of fish hydrolysis is very efficient for obtaining peptides and amino acids
with antioxidant activity both in human metabolism and in food products. Differents
Argentine anchovy’s hydrolysates were produced using commercial enzymes like
Alcalase, Flavourzyme and Protamex, verifying the degree of hydrolysis. The
antioxidant activity was tested by Inhibition of linoleic acid autoxidation, DPPH radical-
scavenging activity and reducing power. The high degree value of hydrolysis was 80%
with the Alcalase enzyme and the low degree value was around 30% with the
Flavourzyme.The oxidation of linoleic acid increased over the days, while the samples
containing the hydrolysates were less effective compared with a-tocopherol, which
inhibited oxidation in 80.3 + 0.5% at the end of six days. The hydrolyzate obtained with
the Flavourzyme in one hour of reaction was more effective with an inhibition of 43.8 +
0.2%. The action of DPPH radical-scavenging was higher with the increase in the
hydrolyzed concentration, and the Flavourzyme at a concentration of 5 mg/mL, was the
most effective in the capture of this radical compared with the other enzymes at the
same concentration. With respect to reducing power, the Flavourzyme also produced
hydrolyzates with high donor activity.

Keywords: fish, enzymes, peptides, antioxidant
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1. INTRODUCAO

As proteinas hidrolisadas de pescado sdo obtidas mediante um processo
proteolitico enzimatico em que as enzimas vegetais e/ou microbianas atuam como
catalisadores biolégicos que aceleram a hidrélise das proteinas, promovendo seu
isolamento a partir do pescado. As proteinas, como resultado da clivagem de suas
ligacdes peptidicas, séo transformadas em peptideos de diferentes tamanhos e em
aminoacidos livres (ZAVAREZE et al., 2009).

A producdo de materiais sollveis, que constituem o produto final da hidrolise,
depende de diversos fatores, tais como reagentes quimicos, tipo de enzima, substrato,
pH, temperatura, tempo de incubagédo e concentracdo da enzima (ADLER-NISSEN,
1986). Muitos estudos demonstram o uso de enzimas como a Alcalase (SANTOS et
al., 2009; BHASKAR et al., 2008), Flavourzyme (SANTOS et al., 2009; NILSANG et al.,
2005) e Protamex (SLIZYTE et al, 2009; LIASET et al., 2003) para a hidrélise de
diferentes espécies de pescado.

Peptideos bioativos, como produtos de hidrélise de proteinas de diversos
alimentos, sé@o o foco das pesquisas atuais. Esses produtos exercem diversas fungdes
biolégicas, como a atividade antioxidante (SARMADI e ISMAIL, 2010). Diferentes
matérias primas como o soro, proteina de soja (PENA-RAMOS e XIONG, 2003), gema
de ovo (SAKANAKA et al., 2003), pescados como Polaca do Alasca (JE et al., 2005) e
outras espécies (SATHIVEL et al., 2003; WU et al., 2003; AMAROWICZ E SHAHIDI,
1997) tem apresentado atividade antioxidante, onde o nimero e a composi¢do de
aminoacidos presentes nos peptideos sdo os responsaveis por tal atividade.

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com
substratos lipidicos a ensaios mais complexos (SANCHEZ-MORENO, 2002). O efeito
do sequestro de radicais é determinado ndo somente pela reatividade do antioxidante
com o radical, mas também pela sua concentracao (ALVES et al., 2010). Os testes de
antioxidantes em alimentos e sistemas biolégicos podem ser classificados em dois
grupos: 0s ensaios usados para avaliar peroxidacao lipidica, no qual um lipideo ou
substrato lipoproteico em condicBes padrdo sdo usados e o grau de inibicdo da
oxidacdo € medido; e os ensaios usados para medir a habilidade de sequestro de
radicais livres (SANCHEZ-MORENO, 2002).
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O objetivo deste trabalho foi obter hidrolisados protéicos de anchoita pela acéo
de diferentes proteases em diferentes tempos de hidrélise e verificar a atividade
antioxidante medida pela inibi¢cdo da oxidacao lipidica, sequestro do radical livre DPPH
e 0 poder redutor.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Matéria prima

A matéria prima utilizada neste trabalho foi a carne mecanicamente separada
(CMS) de anchoita (Engraulis anchoita). A anchoita foi capturada na regido sul do Rio
Grande do Sul, onde foi levada diretamente a industria para que fosse feita a lavagem,
retirada da cabeca e das visceras. O pescado foi despolpado (HIGH TECH HT/2500-
Brasil) obtendo assim a CMS de anchoita, que foi armazenada a -20°C (CONSUL
CHB/53), em embalagens plasticas, até a sua utilizacao.

2.2.  Enzimas e reagentes quimicos

As enzimas proteoliticas utilizadas foram a Alcalase® 2.4L e Flavourzyme®
1000L, ambas doadas pela representante da Novozymes Latin America Ltda (Tovani
Benzaquen Rep. Ltda) e a enzima Protease do Bacillus sp. (Protamex) adquirida da
Sigma-Aldrich.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico (P. A.).

2.3.  Rendimento da matéria prima

O rendimento da matéria prima foi determinado através da relacdo entre as
quantidades de CMS obtida e o pescado sem cabeca e eviscerado, conforme a

Equacéo 1.

m
R=—Pr"% 100 (Eq.1)
m

pescado
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2.4. Caracteristicas quimicas e fisicas da matéria prima

Foi realizada a analise de composicdo proximal: umidade, proteina (%N X
6,25), lipideos e cinzas, da CMS de anchoita, segundo a AOAC (2000).

Foi determinado também o frescor da CMS através da andlise de pH e N-BVT,
segundo o método da AOAC (1990).

2.5. Hidrolise proteica

A obtencdo do hidrolisado proteico de anchoita foi baseada no processo
descrito por Kristinsson e Rasco (2000), utilizando as mesmas condi¢cdes de
concentracdo de enzima e substrato utilizadas por Gilberg et al. (2002). Na Figura 1
esta mostrado o diagrama geral do processo de hidrolise enzimatica da anchoita.

Para a obtencéo dos hidrolisados de anchoita foram utilizadas trés enzimas em
separado, a Alcalase, a Flavourzyme e a Protamex, na concentracdo de 1,0%
(Penzima/Pproteina)- Cada enzima foi submetida a um pH de atuagéo, sendo a Alcalase em
pH 8,0, Flavourzyme em pH 7,0 e Protamex em pH 6,5. A reacdo se procedeu em um
reator de vidro, de parede dupla, conectado a um banho termostatizado BROOKFIELD
TC/102 — EUA, a uma temperatura de 50°C para todos os experimentos. Foram
testados também dois tempos de reacdo de 1 e de 5 horas. Apds o periodo indicado
de hidrélise foi feita a desativacdo da enzima através do aumento da temperatura do
meio, em banho termostatizado, para 90°C por 15 minutos (QUIMIS Q/215-1/2 —
Brasil). Apdés o resfriamento, a temperatura ambiente, o hidrolisado foi centrifugado
(3.220 g/15 minutos) (BIOSYSTEMS MPW-350/350-R — Brasil). O sobrenadante foi
submetido a filtragdo, em papel WHATMAN n° 1, e o filtrado coletado foi liofilizado
(EDWARDS, Brasil). Nos hidrolisados liofilizados foram determinados o grau de
hidrélise, seguindo o método descrito por ADLER-NISSEN (1979).
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CMS de anchoita

Tampdo Fosfato —» l
Alcalase Homogeneizagao
Flavoruzyme Enzima —— > l
Protamex Reacdo enzimatica { Temperatura (S0°C)
tempo (1 ou 5 horas)

!

Desativacdo térmica (T=90°C/15 min)
|
Centrifugacdo —>  Precipitado
(3.220 g/15 min)
{
Filtracdo
A
Coleta de filtrado
\A
Liofilizacdo
\A
Hidrolisado protéico
de anchoita (HPA)

Figura 1: Processo de hidrolise enzimatica da CMS de anchoita com diferentes

enzimas e condi¢des de hidrolise.

2.6. Determinacéo do grau de hidrélise dos hidrolisados de CMS de anchoita

Para a determinagdo do grau de hidrélise (GH) foi utilizado o método descrito
em 1979 por Adler-Nissen, utilizando o acido trinitro-benzeno-sulfénico (TNBS).

Para o preparo da amostra foi utilizado 125 mg de amostra diluida em 25 mL
de SDS 1,0%. A solugéo foi aquecida a 50°C por 15 minutos (QUIMIS Q/215-1/2 —
Brasil) e, em seguida, resfriada a temperatura ambiente. Apos isso foi submetida a
centrifugacdo a 3000 g por 20 minutos (BIOSYSTEMS MPW 350/350R — Brasil). Do
sobrenadante foram coletado 250 pL, adicionados 2 mL de tampéo fosfato 0,2 M pH
8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% que foram colocados em frascos ambar, misturados e
aquecidos em banho-maria a 50°C por 60 minutos. A reacgéo foi inibida pela adi¢do de
4 mL de &cido cloridrico 0,1 M. As amostras foram deixadas em repouso a
temperatura ambiente durante 30 minutos e foram submetidas a leitura em
espectrofotbmetro de UV a 340 nm (VARIAN CARY/100 UV-VISIBLE — EUA). Para a
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quantificagéo utilizou-se uma curva padrao de L-leucina e aplicando a Equacgéo 2 foi
determinado grau de hidrdlise.

x,.14,007V,.d.100
mV,.10000

%GH =

(Eq. 2)

Onde foi relacionado a concentracdo (x;) de proteina da amostra hidrolisada
(nmol L-leucina), o volume (V) de amostra inicial preparada (25 mL), o fator de
diluicdo (d) com a massa (m) posta em teste (125 mg) e o volume (V,) utilizado para a

reacao (250 pL).
2.7. Medida da atividade antioxidante
2.7.1. Inibic&o da peroxidagdao lipidica

A atividade antioxidante foi medida segundo Osawa e Namiki (1985)
empregando um sistema modelo contendo &cido linoléico. Foi utilizado como padréo o
antioxidante comercial a-tocoferol diluido em etanol 99,5%, na mesma concentragao.
Uma amostra controle foi preparada usando o mesmo procedimento das amostras,
mas sem adicdo de hidrolisado ou qualquer antioxidante comercial, sendo adicionado
apenas o tampéao fosfato.

Foram dissolvidos 5 mg de hidrolisado em 10 mL de tampé&o fosfato de sédio
50 mM (pH 7,0). Adicionou-se 0,13 mL de acido linoléico e 10 mL de etanol 99,5%. A
suspenséo foi homogeneizada em agitador de solu¢des (PHOENIX AP56 — Sao Paulo)
e avolumada para 25 mL. O conjunto foi incubado em estufa BIOPAR 5150/BA, no
escuro, a 40°C, sendo entdo analisado a cada 24 horas durante seis dias. A analise
diaria consistiu em medir a oxidagdo do acido linoléico, segundo Mitsuda et al. (1966).
Assim, 100uL de amostra incubada foram misturadas com 4,7 mL de etanol 75%,
100pL de tiocianato de aménio 30% e 100 uL de cloreto ferroso 0,02 M em HCI 3,5%
em frascos ambar. Esta mistura foi deixada em repouso durante 3 minutos e lida em
espectrofotbmetro (BIOSPECTRO SP/22) a 500 nm. A porcentagem de inibicdo da
oxidacdo apresentada pelos hidrolisados foi calculada através da Equacéao 3.

(1 — ABS amostra) %100 (EqQ.3)

controle

%Inibicéo =
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Foi relacionada a absorbancia da amostra (ABSamestra) COM a absorbancia do

controle (ABS onrole) quUe NA0 possui nenhum antioxidante.

2.7.2. Efeito sequestrante do radical livre DPPH

A medida de atividade antioxidante foi realizada segundo Shimada et al.(1992)
baseada no efeito sequestrante dos hidrolisados no radical livre 2,2- difenil - 1-
picrilidrazil, (DPPH), sendo expresso em porcentagem, conforme a Equacao 4.

Foram utilizadas quatro concentrac6es diferentes de cada hidrolisado (0,5; 1,0;
2,5; 5,0 mg/mL). Um volume de 1,5 mL de amostra foi misturado com 1,5 mL de
solucdo de DPPH 0,1mM em etanol 95%. Ap6s 30 minutos de repouso as amostras
foram lidas em espectrofotdmetro (BIOSPECTRO SP/22) a 517 nm. A menor
absorbancia representa um maior efeito sequestrante do hidrolisado pelo radical
DPPH.

%ES = ( ABSbrXCBOS‘ ABSamostfaj x100 (Eq. 4)

branco

O efeito sequestrante (ES) foi relacionado com a absorbancia do branco
(ABSpranco), que foi referente a mistura da solucdo de DPPH com agua, e a
absorbancia da amostra (ABSamestra), que foi a mistura da amostra hidrolisada com a
solucéo de DPPH.

2.7.3. Poder redutor

O poder redutor foi medido segundo o método realizado por Oyaziu (1988).
Para esta determinagdo uma amostra de 2 mL de solugéo de hidrolisado 5,0 mg/mL foi
misturada com 2 mL de tampé&o fosfato de sdédio 0,2 M (pH 6,6) e 2 mL ferrocianeto de
potassio 1,0%. Essa mistura foi incubada em banho a 50°C (QUIMIS Q-215-1/2 —
Brasil) por 20 minutos. Em seguida foi adicionado 2 mL de TCA 10,0%. Aliquotas de 2
mL das amostras incubadas foram misturadas com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL
de cloreto férrico 0,1%. Apds 10 minutos a absorbéncia da solucdo resultante foi lida a
700 nm em espectrofotdmetro (BIOSPECTRO SP/22). O aumento da absorbancia da

mistura da reacéo indica um aumento do poder redutor.
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2.8. Analise estatistica

Os dados foram avaliados através da analise de variancia e teste de Tukey,

com um nivel de confianca de 95,0%, utilizando o programa Statistica 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Rendimento e caracterizacdo fisica e quimica da CMS de anchoita

A partir da anchoita sem cabega e eviscerada obteve-se um rendimento de
80,8% de CMS de anchoita. Se for considerado o pescado inteiro o rendimento seria
menor, porém como o processo de evisceracdo foi feito na industria ndo foi possivel
obter o quanto de subproduto que foi obtido.

Na Tabela 1 apresenta-se a composi¢do proximal da carne mecanicamente
separada (CMS) de anchoita.

Tabela 1: Composicéo proximal (base umida) da CMS de anchoita.

Experimental Tedrico*
Componentes
%(g/100q) %(g/100g)
Umidade 79,7+0,3 78,1+0,37
Proteina 16,5+0,6 17,5+0,20
Lipideos 2,0+0,5 2,4+0,13
Cinzas 1,2+0,2 2,0+0,19

* Furlan et al., 2009

Foi possivel verificar alguma diferenca nos valores dos componentes entre o
experimental e o tedrico (FURLAN et al., 2009). Segundo Yeannes e Almandos (2003),
a composicéo varia com os tecidos, sexo, idade do pescado e estacdo do ano, o que
pode explicar as diferencas com a literatura para esta espécie. Bertolotti e Manca
(1986) reportam que os valores médios de proteinas encontram-se entre 16,1 e
17,9%, proximo ao que foi encontrado neste trabalho. A composicdo da anchoita
capturada no Rio da Plata foi estudada por Fuselli et al. (1994), mostrando a variacao

no teor de lipideos e umidade conforme a época, sendo estes valores proporcionais,
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ou seja, quanto maior a quantidade de gordura presente no musculo, menor sera a
guantidade de umidade contida nele.

Com relacao as condi¢des da CMS, o valor de pH encontrado foi de 6,5+0,1 e
de N-BVT foi de 15,3+0,9 mgN/100g. O pH é um parametro que indica a qualidade do
alimento, pois € afetado por reacdes que ocorrem apds a morte do animal, e indica a
presenca de microrganismos que através de seu metabolismo causam o acumulo de
material metabdlico alcalino, elevando o valor do pH e diminuindo a qualidade do
produto (MARTIN, 1982). Furlan et al. (2009), analisando o0 musculo de anchoita,
obtiveram um pH de 6,7 considerando a matéria prima em boas condi¢fes, visto que
ndo ultrapassou o valor exigido pela legislagéo, que é de 6,8. Estes autores obtiveram
um valor de N-BVT de 20,0 mg /100g. Segundo a legislagdo o valor maximo de N-

BVT, para que o pescado possa ser comercializado, é de 30 mg/100g (BRASIL, 1981).

3.2.  Grau de hidrolise

A extensdo da degradagdo das proteinas pelas enzimas proteoliticas foi
medida pela avaliacdo do grau de hidrolise, que é o indicador mais utilizado para a
comparacgédo de diferentes hidrolisados protéicos (BOUGATEF et al., 2010). Na Figura
2 estdo apresentados os valores de grau de hidrolise, em porcentagem, dos
hidrolisados de CMS de anchoita.

Foi possivel verificar que todas as enzimas apresentaram um incremento no
grau de hidrélise com o aumento do tempo de reacdo, ndo sendo significativo somente
para a enzima Protamex. A enzima Alcalase, com 5 horas de reagdo, se destacou
comparada com os hidrolisados das enzimas Flavourzyme e Protamex, pois
apresentou valores superiores de grau de hidrélise, alcangando o valor de 78,6+1,7%.
Isto pode ter ocorrido pelo fato da Alcalase ser uma endopeptidase, provocando a
liberacdo de peptideos de diferentes tamanhos com grupamentos amino expostos
para agir com o Acido trinitrobenzeno sulfénico. Tanto a Flavourzyme quanto a
Protamex, por ser uma mistura de endo e exopeptidase, atuam diferentemente na
proteina, causando a diferenca no grau de hidrolise.

Liceaga-Gesualdo e Li-Chan (1999) obtiveram hidrolisados de “Cuplea
harengus”, utilizando a enzima Alcalase, com um grau de hidrolise de 60,0% apés 1

hora de reacédo, sendo que neste trabalho, para 0 mesmo tempo de reacéo, se obteve
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65,6+2,1%, demonstrando a suscetibilidade da anchoita frente a acdo da enzima
Alcalase.

bA
80

=
70 ab .

60 aB -

a0 ac ac i
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%GH
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20 1
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0 2y
M A5 F1I F& P1 Ps % (oo

Hidrolisado

Figura 2: Grau de hidrdlise dos hidrolisados de anchoita obtidos pela acdo de
diferentes enzimas e em diferentes tempos de reagéo.

Hidrolisado com a enzima Alcalase (Al: 1 hora; A5: 5 horas); Flavourzyme (F1: 1 hora; F5: 5 horas); Protamex
(P1: 1 hora; P5: 5 horas). Valores correspondem a média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes indicam

diferenca significativa do grau de hidrélise (%GH) entre os tempos de hidrélise para a mesma enzima. Letras

maiulsculas diferentes indicam diferenga do grau de hidrélise (%GH) entre os hidrolisado (p<0,05).

A enzima Flavourzyme obteve um maior grau de hidrélise no periodo de 5
horas de incubagéo (68,9+1,6%), apresentando diferenca significativa com o tempo de
1 hora, que foi de 43,2+0,7. Thiansilakul et al. (2007) obteve hidrolisados de
“Decapetrus maruadsi” com a enzima Flavourzyme, agindo por 1 hora, com grau de
hidrélise de 60,0%, sendo menor que os obtidos neste estudo para a mesma enzima.
A diferenga nos valores de grau de hidrélise entre as diferentes matérias primas pode

ser referente a disposi¢cdo dos amino&cidos presentes na proteina do musculo, além
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da atuacdo da enzima nessas proteinas, que é diferenciada. A enzima Flavourzyme,
por ser uma mistura de endo e exopeptidase, precisou de 5 horas para alcancar o
mesmo nivel de grau de hidrélise que a Alcalase obteve em 1 hora.

Com a enzima Protamex o grau de hidrélise variou de 46,1+0,6 para 46,6+0,3,
para os hidrolisados obtidos por 1 e 5 horas de reacdo da CMS de anchoita com a
enzima Protamex, respectivamente. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre o
grau de hidrolise apds o periodo de reacdo de 1 e 5 horas. Isto pode ser devido a
espcificidade da enzima perante o substrato.

Hidrolisados com a enzima Protamex também tem sido estudados, onde se
tem obtido diferentes graus de hidrélise, dependente do tipo de matéria prima,
concentracéo de substrato e enzima, tempo de hidrolise, além do tipo de método para
a sua determinagdo. Os valores de grau de hidrolise encontrados para hidrolisados
produzidos pela enzima Protamex ficaram em torno de 3,2% e 3,1% (KECHAOU et al.,
2009) até 29,78% (JIA et al., 2010). Durante a hidrélise protéica a escolha da enzima e
as condi¢Bes de processo influem no tamanho e na composicao dos peptideos (VAN
DER VEN et al.,, 2002). Dependendo do grau de hidrolise pode-se classificar os
produtos em parcialmente hidrolisados (GH<10%) e altamente hidrolisados (GH>10%)
(VIOQUE et al.,, 2006). Segundo Vioque et al. (2001) os hidrolisados podem ser
categorizados em trés grupos principais com base no seu grau de hidrélise, o que
determina a sua aplicacdo: hidrolisados com GH baixo melhoram as caracteristicas
funcionais das proteinas; hidrolisados com GH variados, geralmente sdo usados como
aromatizantes; hidrolisados com alto GH, sdo usados como suplementos nutricionais e
dietas especiais em medicina.

Os produtos obtidos neste trabalho podem ser considerados como altamente
hidrolisados, podendo ser utilizados em alimentos como aporte de nutrientes e
compostos bioativos, que podem impedir a formacdo de doencas degenerativas. Os
composos bioativos podem agir na captura de radicais livres que séo produzidos
normalmente pelo metabolismo humano e que sdo capazes de desenvolver ou
produzir doencas como a diabetes (JOHANSEN et al., 2005).
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3.3. Atividade antioxidante dos hidrolisados protéicos da CMS de anchoita

3.3.1. Inibicdo da peroxidacéo lipidica

Os hidrolisados obtidos com as enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex,
em diferentes tempos, foram submetidos ao teste de inibicdo da peroxidacao lipidica
utilizando o sistema modelo com &cido linoléico. Na Figura 3 estdo presentes 0s
valores de absorbancia, que expressam a inibicdo da peroxidacao lipidica, para cada
hidrolisado avaliado, a-Tocoferol e o controle, sendo que quanto maior a absorbancia
maior € a oxidacdo do &cido linoléico.

2,0 —— A1
1.8 —E—AS5
F1

1,6
——F5
1.4 ——P1
1,2 P5

Alfa-Tocoferol

Controle

ABS (500nm)
o

o o0 o o 0
o N B D ®

(]
18]
S

6 8
Tempo de incubacéao (dias)

Figura 3: Absorbéancias dos hidrolisados obtidos com diferentes enzimas em diferentes
tempos de hidrélise pela inibicao da peroxidacao lipidica.

Hidrolisado com a enzima Alcalase (Al: 1 hora; A5: 5 horas); Hidrolisado com a enzima Flavourzyme (F1: 1

hora; F5: 5 horas); Hidrolisado com a enzima Protamex (P1: 1 hora; P5: 5 horas).

Foi possivel perceber que com o aumento do tempo de incubag¢do houve um
incremento no nivel de oxidacéo do &cido linoléico tanto para os hidrolisados como
para o a-Tocoferol). Verificou-se que as amostras de hidrolisados foram menos
eficazes na prevengao da oxidacao do sistema comparado com o padrao a-Tocoferol.
Nazzer et al. (2011) iniciou com valores de absorbancia entre 0,1 e 0,3, terminado

apos cinco dias entre 0,4 e 0,9 para hidrolisados com a espécie Lepturacanthus
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savala. Para a espécie Sphyraena barracuda iniciou-se entre 0,1 e 0,4 e terminou-se
também ambos entre 0,4 e 0,9. Neste trabalho iniciou-se com uma variacéo de 0,1 a
0,3, chegando ao final de seis dias com valores de absorbancia que variaram de 0,3 a
1,8, ambos valores referentes ao padrdo e ao controle (sem hidrolisado),
respectivamente. A amostra controle demonstra a maior absorbéncia e
consequentemente o menor poder oxidante no acido linoléico ao final de seis dias.

Comparando a atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica entre os
hidrolisados observa-se que o hidrolisado de 1 hora da enzima Flavourzyme, junto
com o hidrolisado de 5 horas da enzima Protamex, foram mais efetivos, seguidos dos
hidrolisados de 1 hora com a enzima Protamex e de 5 horas com a enzima
Flavourzyme que apresentaram valores semelhantes no fim de seis dias de incubacéo.
O hidrolisado de 1 hora com a enzima Protamex foi o menos efetivo.

Ao final de seis dias se verificou que n&o houve relagdo da atividade
antioxidante dos hidrolisados com o grau de hidrélise verificado anteriormente. Assim
a diferenca da atividade inibitéria da oxidacao do acido linoleico pode ser referente a
composicdo dos peptideos, além da ordem em que os aminoacidos estdo colocados
na cadeia peptidica (NAZZER et al., 2011).

3.3.2. Efeito sequestrante do radical 2,2- difenil - 1- picrilidrazil (DPPH)

A capacidade dos hidrolisados de doar prétons (H") ao radical DPPH foi
observado pela queda da absorbancia a 517 nm. Nas Figuras 4, 5 e 6 estéo ilustrados
os valores do poder sequestrante dos hidrolisados obtidos com as enzimas Alcalase,
Flavourzyme e Protamex, respectivamente, em relacdo a diferentes concentragfes

dos hidrolisados.
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Figura 4: Efeito sequestrante do radical DPPH pelos hidrolisados da CMS de anchoita
obtidos pela enzima Alcalase em diferentes tempos de hidrélise.
Al: Hidrolisado obtido por 1 hora de reacdo com a enzima Alcalase; A5: Hidrolisado obtido por 5 horas de

reacdo com a enzima Alcalase. Valores referentes a média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na

mesma curva correspondem a diferenca significativa entre as concentracdes de hidrolisado.

O hidrolisado obtido com a enzima Alcalase em 1 hora de hidrélise apresentou
valores em torno de 20% na acdo sequestrante do radical DPPH, sendo que para
maior tempo de hidrélise e maior concentragdo do hidrolisado maior foi o efeito
sequestrante (43,4%). Valor proximo foi obtido por Li et al. (2011), que foi de 49,5%
para o hidrolisado de carpa, utilizando a enzima Alcalase. Este valor pode ter sido
maior por ter sido utilizada uma concentragcdo de 7 mg/mL, maior ao utilizado neste
estudo.
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Figura 5: Efeito sequestrante do radical DPPH pelos hidrolisados da CMS de anchoita
obtidos pela enzima Flavourzyme em diferentes tempos de hidrélise.
F1: Hidrolisado obtido por 1 hora de reagdo com a enzima Flavourzyme; F5: Hidrolisado obtido por 5 horas de

reacdo com a enzima Flavourzyme. Valores referentes a média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes

na mesma curva correspondem a diferenca significativa entre as concentragdes de hidrolisado.

Os produtos obtidos com a enzima Flavourzyme, apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em todas as concentra¢des analisadas. O hidrolisado de 5 horas
se destacou com relacao ao efeito sequestrante do radical DPPH, com o maximo de
45,4% na concentracdo de 5 mg/mL. Em hidrolisados obtidos a partir de Selaroides
leptolepis, com a enzima Flavourzyme, foi obtido valores proximos a 80% de efeito
sequestrante (KLOMPONG et al., 2007). Esta diferenca pode ter sido causada pela
proporgédo de amostra e DPPH dispostos a reac¢do, que foi de 4:1 mL, comparado com
o deste estudo que foi de 1:1 mL. Assim, com uma maior quantidade de antioxidante
presente maior podera ser o efeito sequestrante.
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Figura 6: Efeito sequestrante do radical DPPH pelos hidrolisados da CMS de anchoita
obtidos pela enzima Protamex em diferentes tempos de hidrolise.
P1: Hidrolisado obtido por 1 hora de reagdo com a enzima Protamex; P5: Hidrolisado obtido por 5 horas de

reacdo com a enzima Protamex. Valores referentes a média + desvio padréo. Letras minUsculas diferentes na

mesma curva correspondem a diferenga significativa entre as concentra¢des de hidrolisado.

Com a enzima Protamex também se observou uma maior atividade
antioxidante no hidrolisado de 5 horas (41,38+0,12%), aumentando conforme o
aumento de concentracdo. You et al. (2009), com hidrolisados de Misgurnus
anguillicaudatus, com a enzima Protamex, obtiveram valores de sequestro do radical
DPPH entre 80% e 90%, com uma solucao de concentracdo de 40 mg de proteina/mL,
sendo bem maior aos utilizados neste trabalho.

Considerando o0s resultados obtidos pelas trés enzimas, as diferencas
apresentadas podem ser decorrentes do tipo de aminoacidos que formam os
peptideos, liberados durante a hidrélise, e da sua posicdo que pode ser diferenciado
devido ao modo de atuacdo das enzimas serem diferenciadas, assim como 0s
parametros de hidrélise (BASKAR et al., 2008; KLOMPONG et al., 2007; JE et al.,
2005).
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3.3.3. Poder redutor

Através da medida do poder redutor é possivel verificar a capacidade de um
antioxidante reduzir o Fe*" (na forma de ferrocianeto) para Fe®* (forma ferrosa),
havendo a modificagdo da cor amarela para tons verde e azul (azul Prassia) da
solugdo. (FERREIRA et al, 2007). Na Figura 5 apresentam-se o0s valores de
absorbéancia (ABS 700 nm) ao final da reacdo apresentada pelos hidrolisados, que foi

considerado como poder redutor.
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Figura 7: Absorbancia (700 nm) de hidrolisados obtidos com diferentes enzimas e em

diferentes tempos de hidrélise.
Hidrolisado com a enzima Alcalase (Al: 1 hora; A5: 5 horas); Flavourzyme (F1: 1 hora; F5: 5 horas); Protamex

(P1: 1 hora; P5: 5 horas). Média + desvio padrao. Letras minlsculas diferentes indicam diferenga significativa
(p<0,05) entre os hidrolisados com tempos diferentes de hidrolise. Letras mailsculas diferentes indicam

diferenca significativa (p<0,05) entre as enzimas em cada tempo de hidrélise.

Quanto maior o valor de absorbancia maior foi a reducdo ocorrida do

ferrocianeto, ou seja, maior foi a atividade antioxidante. Observou-se que nos tempos
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de 1 e 5 horas os hidrolisados que apresentaram maior poder redutor foram os obtidos
com a enzima Flavourzyme, sendo que o periodo de 1 hora foi significativamente
maior que o de 5 horas. Isto pode ser referente ao tipo de peptideo que se formou
durante a hidrélise, ou seja, dependendo da conformacdo desses peptideos. Foi
verificado que houve diferenca significativa tanto entre os hidrolisados, quanto entre as
enzimas nos tempos de 1 e 5 horas.

Segundo o estudo feito por Klompong et al. (2007), somente o hidrolisado com
25% de grau de hidrélise com a enzima Flavourzyme foi o que possuiu maior poder
redutor, comparado com a enzima Alcalase, 0 que nao ocorreu neste trabalho, pois
para ambos hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme reduziu mais o
ferrocianeto a ferrocianato. Esta diferenga na resposta do poder redutor para a enzima
Flavourzyme, comparado com a Alcalase, pode ter sido devido a diferentes fatores
como indicam RAJAPAKSE et al. (2005) e CHEN et al. (1996) e que explicam que
fatores que atuam durante um processo de hidrélise, como o tipo de enzima e
substrato, as suas concentracbes e 0 meio de reacdo, a composi¢cdo, estrutura e
hidrofobicidade dos peptideos também sdo muito importantes para a presenca de
propriedades antioxidantes em hidrolisados, assim como a presenca do aminoacido na
posicdo correta dentro da sequencia que forma o peptideo.

4. CONCLUSAO

Obteve-se hidrolisados proteicos com diferentes graus de hidrélise, sendo a
Alcalase a enzima que apresentou os maiores valores. A enzima Flavourzyme foi mais
efetiva para produzir hidrolisados capazes de inibir a oxidagéo de lipideos, de capturar
radicais livres e de reduzir ions ferro, podendo ser utilizada para a aplicagcdo em
produtos alimenticios. O comportamento diferenciado das enzimas em relagdo a

atividade antioxidante sugere atividade hidrolitica e especificidade diferentes.
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INFLUENCIA DAS LAVAGENS NAS CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE
SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita)

RESUMO

O surimi é um concentrado de proteinas miofibrilares obtido por lavagens da CMS de
pescado. Neste estudo avaliou-se a influéncia de diferentes solucbes de lavagem da
carne mecanicamente separada (CMS) de anchoita (Engraulis anchoita) nas
caracteristicas quimicas e fisicas do surimi. Foram testados diferentes processos de
lavagem: no primeiro teste (BS) efetuaram-se duas lavagens com bicarbonato de
s6dio 0,5% (p/v) e uma com cloreto de sodio 0,3% (p/v); no segundo (AF) fez-se uma
lavagem com agua destilada, uma com solucdo de acido fosférico 0,05% (p/v) e uma
com cloreto de sddio 0,3% (p/v); no terceiro teste (AB) utilizaram-se as solu¢bes de
cloreto de sdodio 0,3% (p/v), acido fosférico 0,05% (p/v) e bicarbonato de sédio 0,5%
(p/v). As lavagens foram realizadas a uma temperatura de 6+1°C durante 3 minutos.
Eliminou-se a agua com o hidroextrator e por fim adicionaram-se o0s crioprotetores
sorbitol 3% (p/p) e tripolifosfato 0,25% (p/p). As amostras de surimi foram
armazenadas em embalagens de polipropileno a uma temperatura de -20°C. Os surimi
foram avaliados segundo o seu rendimento, composi¢cdo proximal e parametros de cor
e textura. Obteve-se um rendimento maior no surimi BS (90,5%) em comparacdo aos
surimis AF e AB devido a maior retencdo de agua, o que pode ser verificado pelo
contetdo de umidade (86,2+0,1%). Os componentes como proteina, lipideos e cinzas
diminuiram apés os processos de lavagens quando comparados com a CMS. O surimi
obtido pela lavagem com bicarbonato de sédio apresentou uma colora¢cdo mais clara
(W= 50,24+1,81) em comparag¢do com os surimis AF e AB. Na forca de gel obteve-se
um maior valor com o surimi AF (1154,25 £ 4,37 g.mm), tornando-se mais adequado
para ser utilizado na formulagéo de embutidos emulsionados.

Palavras-chave: pescado, lavagem, surimi, caracteristicas fisicas.
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INFLUENCE OF WASHING PROCESS ON THE TECHNOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF THE SURIMI OBTAINED FROM AREGENTINE ANCHOVY
(Engraulis anchoita)

ABSTRACT

Surimi is a myofibrillar protein concentrate obtained by a washing process of the fish
muscle. The influence of different washing solutions of CMS anchovy (Engraulis
anchoita) on the chemical and physical characteristics of surimi was evaluated in this
study. Differents washing processes were tested: in the first test (SB) were done two
washes steps with sodium bicarbonate 0.5% (w / v) and one steps with sodium chloride
soluion 0.3% (w / v); another called (PA) that was tested one washing with distilled
water, one washing with phosphoric acid solution 0.05% (w / v) and one with sodium
chloride solution 0.3% (w / v); in the third test (PS) were used sodium chloride 0.3% (w
/ v), phosphoric acid 0.05% (w / v) and sodium bicarbonate 0.5% (w / v) solutions. The
washing steps done at 6 £ 1 ° C during 3 minutes. The liquid please was eliminated
with a hidroextrator and finally it was added the cryoprotectants sorbitol 3% (w / w) and
tripolyphosphate 0.25% (w / w). The samples of surimi were stored in polypropylene
package at -20 ° C. It was measured yield, proximal composition, parameters of color
and texture of the surimi samples. Surimi SB presenteda higher yield value (90.5%)
than surimis PA and PS due to higher water retention, which can be confirmed by
moisture content (86.2 + 0.1%). Other components such as protein, lipids and ash
decreased after the washing processes compared to the raw material CMS. Surimi
sample obtained by washing with sodium bicarbonate presented a higher whiteness
(50.24 + 1.81) compared with the surimis PA and PS. Surimi PA has obtained a greater
gel strength value (1154.25 = 4.37 g.mm), becoming more appropriate to be used in
the sausages formulation.

Keywords: fish, washing, surimi, physical characteristics
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1. INTRODUCAO

O pescado é um importante constituinte da alimentacdo humana, pois
apresenta um alto valor nutricional, referindo-se a qualidade das proteinas, vitaminas,
minerais e lipideos (VISENTAINER et al.,, 2007). O surimi € um concentrado de
proteinas miofibrilares que pode ser obtido a partir do musculo de pescado, o qual foi
submetido a lavagens e, por fim, estabilizado por uma mistura de compostos
crioprotetores. Esses compostos atuam na protecdo das proteinas do mdusculo,
principalmente a miosina, que pode ser degradada durante o armazenamento
congelado (DEY e DORA, 2010).

O surimi vem se tornando cada vez mais uma alternativa para o uso de
espécies de pescado subutilizado por estarem ligadas a problemas tecnoldgicos
(PEREZ- ALVAREZ et al., 2007), como por exemplo o tamanho de alguns peixes
pelagicos (KARAYANNAKIDIS et al., 2008) e a cor (NAVARRO, 2007). No entanto,
segundo a FAO em 2007 a captura destas espécies de pequeno porte vem sendo
cada vez mais comparada com outras espécies mais valiosas, que sofrem declinio
(KARAYANNAKIDIS et al., 2008).

A carne mecanicamente separada (CMS) é obtida pelo uso de uma separadora
mecéanica (despolpadeira) e pode ser utilizada como matéria prima para diversos
produtos carneos (OZKECECI et al, 2008). No entanto, essa matéria prima apresenta
baixa vida util, alta suscetibilidade a oxidag&o, cor escura e baixas propriedades
funcionais inadequadas devido ao estresse do processo rigoroso. A CMS contém
lipideos, tecido conectivo e medula 6ssea (SOUZA et al., 2009). Através de lavagens
se faz a remocao de componentes indesejaveis como 0 sangue, a gordura, as
proteinas sarcoplasmaticas e pigmentos (PIYADHAMMAVIBOON e
YONGSAWATDIGUI, 2010), melhorando a formacéo de gel durante o cozimento (HAN
et al., 2009).

Estudos anteriores reportaram que a agua e solucées, como cloreto de sédio,
bicarbonato de sédio e tampao fosfato de sédio sdo utilizadas nas lavagens para o
processamento do surimi. No entanto, cada uma dessas solugbes afeta as
propriedades do produto, como a colora¢éo do surimi, devido a retirada de pigmentos,
e ao aumento da capacidade de retencdo de agua (ISMAIL et al., 2010). Alguns
trabalhos tem sugerido a utilizacdo de compostos clarificantes, como acido fosférico

(HsP0O,), carbonato de calcio (CaCO,), bicarbonato de sddio (NaHCO3) ou cloreto de
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sédio (NaCl), com a finalidade de melhorar a aparéncia do surimi (GONCALVES e
PASSOS, 2003). Chen et al. (1997) utilizou bicarbonato de s6dio para a obtencao de
surimi de cavalo marinho (Trachurus japonicus), onde estes relatam ser adequado
para melhorar a coloracdo do surimi de pescado com polpa escura. O objetivo deste
trabalho foi estudar o efeito de diferentes solucdes de lavagens nas caracteristicas

tecnoldgicas de surimi de CMS de anchoita.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima

A matéria prima utilizada para a obtencdo do surimi foi a carne mecanicamente
separada (CMS) de anchoita (Engraulis anchoita).

As anchoitas foram obtidas congeladas da industria Leal Santos, de Rio
Grande, a -20°C, previamente lavadas, sem cabeca, sem cauda e evisceradas. Foram
levadas diretamente ao Laboratorio de Tecnologia de Alimentos, mantidas na mesma
temperatura até o seu uso.

Para a obtencdo da CMS as anchoitas foram descongeladas em temperatura
de 4°C, sendo lavadas com solucao de cloreto de sédio 0,3% (p/v) e submetidas ao
despolpamento em uma separadora mecanica (HIGH TECH HT/2500 — Brasil).

2.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade P. A. O bicarbonato de
sadio, &cido fosférico, cloreto de sédio e o tripolifisfato foram da marca Synth e o

sorbitol foi da marca Vetec.

2.3. Obtencéo do surimi da CMS de anchoita

Na Figura 1 esta ilustrado o processo de obtengdo do surimi com a aplicagéo

de trés lavagens da CMS de anchoita.
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Figura 1: Processo de obtencdo e armazenamento de surimi de anchoita.

A CMS de anchoita foi inicialmente pesada e submetida a lavagens, com
diferentes solug@es, na proporcéo 1:3 (p/v) (CMS: solucdo). Foram testados trés tipos
de lavagens, em trés etapas, para a obtencéo do surimi. O primeiro teste (BS) foi feito
com duas lavagens utilizando solugdo de bicarbonato de sddio 0,5% (p/v) e uma
terceira com solugéo de cloreto de sddio 0,3% (p/v). O segundo teste (AF) foi realizado
com agua, na primeira lavagem, logo apés com solugéo de acido fosférico 0,05% (p/v)
e depois com cloreto de sddio 0,3% (p/v). O terceiro teste foi feito com as solucbes de
cloreto de sédio 0,3% (p/v), acido fosférico 0,05% (p/v) e a Ultima com bicarbonato de
sédio 0,5% (p/v). A CMS ficou em contato com as solu¢des a temperatura de 6+1°C
por 3 minutos com agitacdo manual. Apds cada lavagem a suspenséao foi submetida a
retirada da solucdo em hidro extrator (ANCO FOOD MACHINE YL/15 — Taiwan),

sendo por fim adicionado os crioprotetores sorbitol 3% e tripolifosfato 0,25%. Os
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surimis foram acondicionados em embalagens de polipropileno e congelados em
freezer (CONSUL CHB 53) a -20°C até o momento de uso.

2.4, Rendimento do surimi

O rendimento (p/p) foi obtido a partir do peso do surimi em relagdo ao peso
inicial da CMS de anchoita.

2.5. Caracterizagdo quimica e fisica

A matéria prima e o surimi foram avaliados quanto ao teor de umidade,
proteinas, lipideos e cinzas, segundo AOAC (2000). Foi determinado também o frescor
da polpa in natura através da analise de pH e N-BVT, segundo o método da AOAC
(1990).

Foi determinada a cor da polpa e dos surimis utilizando-se colorimetro
(CHROMA METER KONICA MINOLTA CR-400/410 — Japao), sendo avaliados
parametros de luminosidade (L*) e cromaticidade (a* e b*). A brancura (W) foi
determinada seguindo a Equacéao 1, conforme KRISTINSSON et al. (2005).

1
W =100 —[(100 — L*)? + (a*)? + (b*)?]? (Eq.1)

A andlise de penetracdo no gel foi feita com o uso do analisador de textura
TA.XT.plus — Reino Unido. Os parametros analisados foram forca de quebra (g),
distancia de ruptura (mm) e for¢a do gel (g.mm). Foi utilizado um probe esférico com 5
mm P/5S (velocidade de teste 1,1 mm/s, forca de 10 g e distdncia de 15 mm da
amostra). O gel foi produzido com a adicédo de 1% (p/p) de sal, baseada no peso do
surimi, e em seguida foi adicionado 4% de fécula de mandioca. O surimi foi embutido
em envoltério de celulose (2 cm de didmetro) e cozidos em banho a 90 °C por 15
minutos. Foram resfriados e guardados sob refrigeracéo para serem analisados no dia

seguinte.
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2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey, com um

nivel de confianca de 95%, utilizando o programa Statistica 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Rendimento

Na Tabela 1 apresentam-se os valores de rendimento obtidos ap6s o
despolpamento da anchoita e das trés lavagens feitas na CMS para a retirada de
pigmentos, proteinas sarcoplasmaticas e substéncias que conferem odor e sabor a
pescado.

O rendimento inicial para a obtengdo da CMS, com o auxilio de uma
despolpadeira, foi de 80,8%, em relagdo a CMS de anchoita. Como essa matéria
prima foi obtida diretamente da industria, ndo foi possivel calcular o rendimento em
relagéo ao pescado inteiro. Segundo Mira e Lanfer-Marquez (2005), que trabalharam
com surimi de Maria-luiza (Paralonchurus brasiliensis) e Perna-de-moca (Cynoscion
virescens), obtiveram em média, 50% de rendimento, de polpa a partir do pescado

inteiro.

Tabela 1: Rendimento dos surimis obtidos apés diferentes lavagens.

Materia prima/Produto Rendimento (%)
Surimi (BS) 90,5
Surimi (AF) 57,9
Surimi (AB) 81,0

BS: lavagem com bicarbonato de sédio 0,5%, e cloreto de sadio 0,3%; AF: lavagem com agua, acido fosférico
0,05% e cloreto de sddio 0,3%; AB: lavagem com cloreto de sédio 0,3% 9 (p/v), acido fosférico 0,05% (p/v) e

bicarbonato de sédio 0,5% (p/v).

ApOs as lavagens foi possivel verificar que o rendimento dos surimis em que
foram utilizadas as solucdes de bicarbonato de sédio 0,5% (BS e AB) foram maiores
que o surimi obtido por lavagens com acido fosforico (AF). Este aumento pode ser

proveniente de um aumento na retencdo de dgua da CMS quando expostas a essa
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solugdo alcalina. Goncgalves e Passos (2010) utilizaram diferentes solucdes de
lavagens, em diferentes concentracdes, para a obtencdo de surimi de corvina
(Micropogonias furnieri), na qual obtiveram, no final do processo, um rendimento de
98,13%. Este alto rendimento pode ser decorrente do processo de extracdo de agua
de lavagem, que foi feito manualmente com o uso de tecido, que permitiu maior

retencao do liquido pelas proteinas do musculo do pescado.

3.2. Composigao proximal

Na Tabela 2 apresenta-se composicdo proximal da CMS e dos surimis de
anchoita em base Umida e base seca.

Tabela 2: Composicdo proximal (base seca e base Umida) da CMS e dos surimis

obtidos com diferentes lavagens.

g/100 g amostra

Componentes CMS Surimi BS Surimi AF Surimi AB
Umidade* 81,3+0,1° 86,2+0,01° 81,9+0,3° 85,8+0,1°
Proteina* 15,4+0,5° 7,940,3° 12,0+0,9" 7,740,2°
Lipideos* 0,6+0,2? 0,1+0,1° 0,2+0,1° 0,2+0,1°

Cinzas* 1,2+0,05? 1,0+0,06? 0,8+0,05° 0,60,1°
Proteina** 83,9 +2,9° 57,1+2,3 " 63,6 +4,7° 54,0+1,4 ¢
Lipideos** 3,1+0,2? 0,6+0,1° 0,9+0,1 ¢ 1,6+0,1°

Cinzas** 6,7+0,3% 7,4+0,5 2 4,0+0,3"° 4,3+0,5°

*Base umida. **Base seca. Surimi BS: surimi obtido por duas lavagens da CMS com bicarbonato de sodio 0,5%
(p/v) e uma lavagem com cloreto de sddio 0,3% (p/v); Surimi AF: surimi obtido pela lavagem da CMS com agua,
com acido fosférico 0,05% (p/v) e cloreto de sédio 0,3% (p/v); Surimi AB: lavagem da CMS com cloreto de sédio
0,3%, &cido fosférico 0,05% e bicarbonato de sddio 0,5%. Valores correspondem a média + desvio padréo.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre as amostras, com p > 0,05.

Todos os surimis apresentaram um teor de umidade maior que o da CMS
(81,3+0,1) devido as lavagens, tendo diferenga significativa com as amostras de
surimi, comportamento também demonstrado por Karthikeyan et al. (2006) com surimi
de Nemipterus japonicus. Pelos valores de umidade pode-se entender o aumento de
rendimento causado nos surimi obtidos por lavagens com bicarbonato de sédio (BS e

AB), sendo que AB apresentou um resultado médio entre BS e AF, que pode ter sido
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referente ao uso da solugdo de &cido fosférico em uma das lavagens. O conteldo
protéico, lipidico e de cinzas foi menor para as amostras de surimi comparadas com a
CMS.

O aumento de umidade pode ser referente a diminuicdo do conteddo de
proteinas e lipideos (ISMAIL, 2010). Estes autores também reportaram que o aumento
da umidade pode ser influéncia do pH. Neste caso pH das solucdes de lavagens pode
ter possibilitado a ocorréncia de maior ou menor umidade do surimi de CMS de
anchoita obtido. Parvathy e George (2011) também obtiveram um aumento de
umidade do surimi comparado com a matéria prima, que foi de 79,9% para 83,2%,
tendo consequentemente uma diminuicdo dos demais componentes proteina, lipideos
e cinzas.

Com as lavagens séo extraidas as proteinas sarcoplasmaticas, que sao
prejudiciais para a formagao do gel de surimi durante o cozimento (PARK e LIN, 2004).
E possivel verificar que os surimis obtidos por lavagens com solugdo de bicarbonato
de sbdio (BS) apresentaram menor teor de proteina, comparado com o obtido com
acido fosforico. Isto pode ser decorrente de uma maior solubilizacdo das proteinas da
CMS em pH alcalino do que em pH &cido.

De acordo com Hultin e Kelleher (2000) a adicdo de solugbes alcalinas na
lavagem da polpa produz um produto de maior qualidade, quando lavada apenas com
agua. Diferentes concentracfes de bicarbonato de sodio podem ser aplicadas em uma

ou mais lavagens da polpa. O cloreto de sédio também é bastante utilizado.

3.3.  N-BVT e pH da CMS de anchoita

O valor de N-BVT obtido para a CMS foi de 4,8+0,9 mg N/100g de CMS e o pH
foi de 6,6+0,1. Isto mostra as boas condicGes em que a matéria prima se encontrava
para a obtencdo dos surimis, pois o limite estabelecido pela legislacdo nacional
vigente para N-BVT é de 30 mg N/100g de pescado (BRASIL, 1980). Existem
parametros que indicam a qualidade do alimento. O pH é um deles, pois é afetado por
reacdes que ocorrem apds a morte do animal, e indica a presenga de microrganismos
que através de seu metabolismo causam o acumulo de material metabdlico alcalino,
elevando o valor do pH e diminuindo a qualidade do produto (MARTIN, 1982). Furlan
et al. (2009), no musculo de anchoita, obteve um pH de 6,7, sendo maior que o deste

estudo. Ambos os valores sdo considerados bons indicativos de uma matéria prima
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em boas condic¢des, visto que ndo ultrapassou o valor exigido pela legislacao, que é de
6,8.

3.4. Cor

Através das lavagens foi possivel extrair pigmentos que conferiam a coloragéo
escura da CMS de anchoita. Assim, na Tabela 3 estdo presentes 0s parametros
luminosidade L*, que varia de O (preto) a 100 (branco), além da cromaticidade a*, de -
60 (verde) a +60 (vermelho), b*, de -60 (azul) a +60 (amarelo) e a brancura (W) dos
surimis obtidos.

Tabela 3: Andlise de cor da CMS e dos surimi de anchoita obtidos em deferentes tipos

de lavagens.
Matéria Prima L* a* b* W
CMS 44,25+1,06°  3,30+0,23% 8,64+0,39% 43,49+1,10™

Surimi (BS)  50,43+1,87*  -1,08+0,06°  4,23+0,60° 50,23+1,82°
Surimi (AF)  46,43+0,36°  0,98+0,12° 6,72+0,21°  46,00+0,33"
Surimi (AB)  42,70+0,76°  -1,08+0,13°  5,40+0,61° 42,45+0,70°

Surimi BS: surimi obtido por duas lavagens com bicarbonato de sodio 0,5% (p/v) e uma lavagem com cloreto de

sédio 0,3% (p/v); Surimi AF: surimi obtido pela lavagem com &gua, com acido fosférico 0,05% (p/v) e cloreto de
sédio 0,3% (p/v). Surimi AB: surimi obtido pela lavagem com cloreto de sddio 0,3%, com acido fosférico 0,05%
(p/v) e bicarbonato de sédio 0,5% (p/v). Valores correspondem a média + desvio padrdo. Letras diferentes na

mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras, com p<0,05.

A polpa de anchoita foi considerada escura e com tonalidades ao redor do
vermelho/amarelo, pois os valores de L* a* e b* foram 44,25+1,06, 3,30+0,23 e
8,64+0,39, respectivamente. O surimi obtido com lavagens da polpa com bicarbonato
de sédio 0,5% e cloreto de sddio 0,3% (BS) apresentou-se mais claro, sendo o valor
de luminosidade significativamente maior (p<0,05) que o surimi (AF), obtido por
lavagens com &gua, acido fosférico 0,05% e cloreto de sodio 0,3%, e (AB), com cloreto
de sédio 0,3%, acido fosférico 0,05% e bicarbonato de sédio 0,5%. N&o houve
diferenca significativa entre os surimis obtidos pela lavagem da CMS com acido
fosférico 0,05% (AF e AB) e a CMS, ou seja, estes tipos de lavagens nao foram

eficientes para se obter um surimi de CMS de anchoita com uma coloragéo mais clara.
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Alguns autores consideram que a lavagem da polpa é significante na reducéo
de componentes sollveis em agua (pigmentos heme), melhorando a qualidade da
textura (TENUTA e JESUS, 2003). Jafarpour e Gocczyca (2008), com o surimi de
Cyprinus carpio obteveram uma luminosidade em torno de 40 a 60, estando préximo
aos valores encontrados nos surimis de anchoita. Chen et al. (1997) obtiveram valores
menores que o deste estudo com o surimi obtido através da lavagem da polpa, com
bicarbonato de sédio 0,5%, de cavalo marinho. A luminosidade apresentou-se abaixo
de 40 apdés 15 minutos de lavagem. Valores préximos de 50, como foi apresentado
neste trabalho com a mesma solucao de lavagem, foram obtidos apds 90 minutos de
lavagem, o que se tornaria inviavel para um processo industrial.

Com relacdo aos parametros de cromaticidade observou-se que houve
diferenca significativa entre as amostras, sendo que o croma a* apresentou valores
negativos para as amostras que foram utilizadas como solugdo de lavagem o
bicarbonato de sodio, apresentando-se em tons esverdeados. Este comportamento
também foi verificado por Chen et al. (1997) quando utilizou bicarbonato de sédio
0,5%. O croma b* apresentou valores positivos constatando-se que as amostras
apresentavam-se em tonalidade amarelada, onde os produtos obtidos pelas lavagens
com bicarbonato (BS e AB) foram 0s que apresentaram esta coloragdo mais fraca.
Para os dados de cromaticidade todas as amostras diferiram significativamente entre
Si.

A brancura é um dado importante para a escolha de um surimi, pois as
indastrias de surimi exigem pescado de carne branca (NAVARRO, 2007) para a
producao do surimi. Porém quando se utilizam espécies de pescado que apresentam a
carne escura, como a anchoita, se faz uso de métodos, como as lavagens com
solu¢des quimicas, para fazer a clarificacdo da CMS. Neste estudo foi possivel
observar que o surimi que apresentou significativamente a maior brancura foi o lavado
com bicarbonato de sédio 0,5% e cloreto de sdodio 0,3% (BS). Jafarpour e Gocczyca
(2008) obtiveram surimi com valores de brancura em torno de 40,0 a 70,0, tendo
valores semelhantes neste estudo. Panpipat et al. (2006) obtiveram surimi de Croaker
mackerel com brancura em torno de 50,0 e 58,0, valores semelhantes ao deste

trabalho.
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3.5. Textura

A maxima forca para romper o gel e a distancia que o probe (com uma esfera
na extremidade) perfura o surimi sdo respostas importantes nas caracteristicas do gel
de surimi. Além destes dois parametros existe um terceiro que é a forgca do gel (forca
méxima de ruptura x distancia da ruptura). Na Tabela 4 apresentam-se os parametros
de textura dos géis de surimi.

Tabela 4: Textura dos géis de surimi com diferentes lavagens da CMS de anchoita.

Distancia Forca do gel
Surimi Forca de ruptura (g)
(mm) (g x mm)
BS 35,11 + 0,64° 12,97 + 0,69 455,10 + 15,8°
AF 133,54 + 0,97? 8,65 + 0,10° 1154,25 + 4,372
AB 72,00 +1,57° 3,46 + 0,44° 248,62 + 26,36 ©

Surimi BS: surimi obtido por duas lTavagens com bicarbonato de sodio 0,5% (p/v) e uma lavagem com cloreto de
sédio 0,3% (p/v); Surimi AF: surimi obtido pela lavagem com agua, com acido fosférico 0,05% (p/v) e cloreto de
sédio 0,3% (p/v). Surimi AB: surimi obtido pela lavagem com cloreto de sédio 0,3%, com &cido fosférico 0,05%
(p/v) e bicarbonato de sodio 0,5% (p/v). Valores correspondem a média + desvio padrdo. Letras diferentes na

mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras, com p<0,05.

Nos surimis estudados foi possivel verificar que a maior forca de ruptura do gel
foi encontrada no surimi AF (133,54 = 0,97 g), obtido por lavagens da CMS de
anchoita com agua, acido fosfoérico 0,05% e cloreto de sédio 0,3%, sendo também o
surimi que apresentou maior forca do gel. Esses valores maiores podem ser devido a
menor umidade presente no surimi AF (81,9 + 0,3%) em comparacdo com o BS e AB.
Para o gel de surimi BS a for¢a do gel foi maior que o AB devido a distancia de ruptura
ter sido menor em AB, porém a for¢a de ruptura foi menor em BS. Isto pode ser
proveniente da maior umidade presente no surimi BS comparado com os surimis AF e
AB. Todas as amostras e em todos os parametros apresentaram diferenca significativa
(p<0,05).

Jafarpour e Gorczyca (2008) produziram surimi de Cyprinus carpio pelo método
convencional, obtendo um valor de forca de gel de 1073,56 g x mm, sendo menor ao
obtido com o surimi AF. Pérez-Mateos et al. (2004) obtiveram valores de forca de

deformacéo abaixo de 100,0 g e distancia de deformacéo entre 4,0 e 6,0 mm de surimi
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de Micropogonias undulates, semelhantes aos obtidos neste estudo com o surimi de
CMS de anchoita. DONDERO et al. (2002) estudaram a adicdo de transglutaminase
(TG) em surimi de Trachurus Murphyi, com umidade de 76%, sendo que na amostra
que ndo foi adicionada a enzima TG foi obtido valores entre 5000 e 10.000 g x mm.
Estes valores sdo bem maiores aos obtidos neste estudo.

Rupsankar (2010) reportou que a reducdo da umidade na carne melhorou a
capacidade de formacdo do gel. Certa quantidade de agua é necesséaria para a
adequada solubilizacdo das proteinas e a formacédo da rede de gel, que deve ser
acima de 74%, o ponto critico de umidade (LANIER e LEE, 2000). Segundo OGAWA e
MAIA (1999) valores de umidade abaixo de 80% sdo determinantes para a formagéo
de um gel de boa qualidade, com reestruturagdo adequada das fibras, uma condigc&o
fundamental para obter melhor textura no produto final. Assim, a for¢ca do gel pode ter

sido influenciada pela umidade do surimi que foi acima de 80%.

4. CONCLUSAO

Verificou-se efeito positivo das lavagens da CMS nas caracteristicas
tecnolégicas dos surimis obtidos. O surimi obtido pela lavagem da CMS com solugéo
de bicarbonato e cloreto de s6dio mostrou maior luminosidade e brancura que a CMS
e os demais surimis. O surimi obtido por lavagens com agua e solugbes de acido
fosférico e cloreto de sodio apresentou o maior valor de forca do gel, sendo assim,
devido a esta caracteristica escolhido como o mais adequado para a formulacdo de

embutido emulsionado.
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UTILIZACAO DE SURIMI DE ANCHOITA (Engraulis anchoita) EM EMBUTIDO
EMULSIONADO E EFEITO ANTIOXIDANTE DO HIDROLISADO

RESUMO

O surimi pode servir de base para a producéo de diversos alimentos através da adi¢éo
de conservantes e saborizantes para obter as caracteristicas desejaveis no produto
final. Neste estudo analizou-se a influéncia das concentragfes de surimi de anchoita
de 70, 75 e 80% nas caracteristicas tecnologicas das salsichas, com o objetivo de se
obter um produto com caracteristicas proximas as comerciais, determinando a
influéncia de hidrolisados antioxidantes na inibicdo da oxidacao lipidica deste tipo de
produto. Foram analisadas a cor e a textura das salsichas de surimi de anchoita,
sendo que a mais semelhante a salsicha comercial foi caracterizada quimica e
nutricionalmente. Os parametros de cor e textura das salsichas de surimi diferiram
significativamente da salsicha comercial (p<0,05). Nao houve influéncia da
concentracdo de surimi nas caracteristicas tecnoldgicas, exceto nos valores de
luminosidade, que apresentaram diferenca significativa entre a salsicha com 70% de
surimi comparada com a de 75 e 80%, sendo escolhida a salsicha com 75% de surimi
de anchoita para a caracterizagcdo. A salsicha com 75% de surimi apresentou
composicdo proximal semelhante a comercial, estando dentro das especificacbes do
Padrdo de ldentidade e Qualidade da Salsicha. O produto com surimi também
apresentou valor energético total menor (193,7 Kcal/100g) e menor teor de sédio (520
mg/100g) comparado com a salsicha comercial, sendo considerado um produto mais
saudavel para o consumo. Nas condi¢Bes de analise das salsichas nao foi verificada
acao antioxidante de hidrolisados através da formacdo de substancias reativas com
acido tiobarbitirico (TBARS), porém foi verificada acdo antioxidante na CMS de
anchoita.

Palavras-chave: anchoita, surimi, salsicha, oxidagéo.
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USE OF ARGENTINE ANCHOVY (Engraulis anchoita) SURIMI IN
EMULSIFIED PRODUCT AND ANTIOXIDANT EFFECT OF THE HYDROLYSATE

ABSTRACT

Surimi can be used to obtain several foods through adding preservatives and flavoring
to conduce a desired characteristic in the final product. The influence of Argentine
anchovy surimi concentrations on the technological characteristics of the sausage was
tested in this study. It was used 70, 75 and 80% of surimi to produce sausages, with
the objective to obtain a similar commercial product, checking at the end the influence
of hydrolysates in inhibiting the lipid oxidation in this product. It was determined the
color and texture of the sausages, and the most similar to the commercial sausage was
characterized chemically and nutritionally. The value of surimi sausages for color and
texture differ significantly from commercial sausage (p> 0.05). There was no influence
of the concentration of surimi on the technological characteristics of the sausages,
except the luminosity, which showed significant difference between the sausage with
70% surimi compared with the 75 and 80%. Then the sausage with 75% Argentine
anchovy surimi was chosen to characterization and verification of the antioxidant
activity. It was obtained similar results to the proximal composition between the surimi
sausage and the commercial sausage, being within the specifications of the Sausage
Identity and Quality Standard. The surimi product also showed the lowest results of
total energy value (193.7 kcal/100g) and sodium (520 mg/100 g) compared with the
commercial sausage, and was considered a healthier product for consumption. It
wasn’t verifyed antioxidant activity of the hydrolysate in the sausage, but it was verified
antioxidant activity on the anchovy mechanically separated meat (MSM).

Keywords: Argentin anchovy, surimi, sausage, oxidation.
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1. INTRODUCAO

A anchoita (Engraulis anchoita) € uma espécie pouco explorada pela pesca
comercial ou artesanal. Além disso, ndo existem impedimentos legais ou ecolégicos
que inviabilizem o inicio de uma atividade de pesca sobre este recurso (MADUREIRA
et al., 2007).

O surimi € um termo japonés para um concentrado de proteinas miofibrilares
da carne de pescado que é preparado pela lavagem da polpa de pescado, estabilizado
por uma mistura de crioprotetores (DEY e DORA, 2010). Este pode ser utilizado para a
producdo de kamaboko (JAFARPOUR e GORCZYCA, 2008), imitacbes de camardes
e caranguejo (GUENNEUGUES e MORRISSEY, 2005), além de embutidos
emulsionados como a salsicha (JIN et al., 2007; LEMPECK et al., 2007). Hoje o surimi
€ considerado uma matéria prima conveniente para a obtencao de varios produtos de
pescado cominutado, além de outros produtos (PARVATHY e GEORGE, 2011).
Produtos a base de surimi, por influéncia da cultura japonesa, podem ser preparados
de diversas maneiras, apresentando diferentes texturas e sabores, atraindo atengéo
cada vez maior na América do Norte, Europa e em outros lugares no mundo (PEPE,
2007).

A salsicha de pescado é um produto feito com surimi ou a polpa de pescado,
podendo ser produzido a partir de diferentes espécies com a adigdo de saborizantes e
conservantes (ISMAIL et al., 2011). Murphy et al. (2004) estudaram a substituicdo
parcial da carne suina pelo surimi (0 a 40%), em salsichas. Gongalves et al. (2009)
obtiveram  surimi  utilizando descartes do processamento de piratuba
(Brachyplatystoma vaillantii) e utilizaram para a producdo de salsichas. Paravathy e
George (2011) adicionaram surimi com diferentes concentracdes de crioprotetores em
diferentes concentragdes no surimi e adicionaram em produtos como salsicha,
hambdrgueres e bolos, verificando a influéncia das concentra¢des de sacarose-sorbitol
contidos nos surimis. Lempeck et al. (2007) aplicaram surimi de castanha em
salsichas, verificando a influéncia da proteina de soja, fécula de batata e a
temperatura de cozimento na textura das salsichas.

A oxidacgdo lipidica é a maior causa da deterioracdo de carnes e produtos
carneos e leva a formacdo do malonaldeido, que € carcinogénico (LADIKOS e
LOUGOVOIS, 1990). A adicdo de antioxidantes sintéticos em produtos carneos é

muito comum. Embora 0os compostos sintéticos sejam eficientes e relativamente de
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baixo custo, se tem dado atengdo aos antioxidantes naturais, devido a tendéncia de
evitar e minimizar o uso desses aditivos sintéticos (QIAN et al., 2008).

Neste trabalho o objetivo foi produzir salsichas, com diferentes concentracdes
de surimi de CMS de anchoita, verificando as caracteristicas fisicas comparadas a
uma salsicha comercial, estudando no fim a influéncia de hidrolisados com atividade

antioxidante na oxidacao lipidica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima

Foi utilizada a carne mecanicamente separada (CMS) de anchoita (Engraulis
anchoita) para a obtenc&o do surimi.

As anchoitas foram obtidas congeladas da industria Leal Santos, de Rio
Grande, a -20°C, previamente lavadas, sem cabeca, sem cauda e evisceradas. Foram
levadas diretamente ao Laboratério de Tecnologia de Alimentos, mantidas na mesma
temperatura até o seu uso.

Para a obtencdo da CMS as anchoitas foram descongeladas em temperatura
de 4°C, sendo lavadas com solucdo de cloreto de sédio 0,3% (p/v) e submetidas ao
despolpamento em uma separadora mecanica (HIGH TECH HT/2500 — Brasil).

O surimi de anchoita foi a matéria prima utilizada para a producdo das
salsichas. O surimi foi preparado através de lavagens da CMS de anchoita. As
lavagens foram feitas em trés etapas, utilizando a propor¢do 1:3 (p/v) de CMS:
solugdo, em temperatura de 6+1°C durante trés minutos. Na primeira lavagem utilizou-
se agua destilada; na segunda foi aplicada solucao de &cido fosférico 0,05% (p/v); e
na terceira lavagem foi utilizada solucdo de cloreto de so6dio 0,3% (p/v). Apos cada
etapa de lavagem foram feitas a retirada da solucao através do hidroextrator e a
pesagem da massa Umida restante. Apds a Ultima lavagem, para a estabilizacdo do
surimi durante o congelamento, foram adicionados como crioprotetores o sorbitol 3% e
o tripolofosfato 0,25%, sendo embalados e congelados imediatamente, a -20°C até o
seu uso.

Na Figura 1 esta ilustrado o processo de producdo do surimi de CMS de

anchoita nas condictes citadas.
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Figura 1: Producao de surimi de CMS de anchoita.

2.2. Reagentes e ingredientes

Foi utilizada a enzima Flavourzyme® 1000L doada pela representante da
Novozymes Latin America Ltda (Tovani Benzaquen Rep. Ltda).

O acido fosférico, cloreto de sédio e tripolifisfato foram da marca Synth e o
sorbitol foi da marca Vetec.

A maior parte dos ingredientes utilizados nas salsichas foi doada pela empresa
Duas Rodas Industrial Ltda, como mix para salsicha, estabilizante, realgador de sabor,
corante carmim, sal de cura, aroma de fumaga e antioxidante. Os demais ingredientes
como sal, e alho em pé foram adquiridos do comércio local.

O mix para salsicha possuia sal, especiarias (pimenta preta e branca),

estabilizantes (tripolifosfato de sédio e pirofosfato de sddio), realcador de sabor
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(glutamato monossaodico), antioxidante (isoascorbato de s6dio), aromatizante sintético
idéntico ao natural.

O sal de cura apresentou sal e 0s conservantes nitrito e nitrato de sodio. O
estabilizante a base de polifosfato estava constituido de tripolifosfato de sédio e
pirofosfato acido de sddio. O preparado a base de realcador de sabor continha sal,
realcadores de sabor (glutamato monossdadico e inosinato dissodico) e aromatizante
sintético idéntico ao natural. Havia também derivados de soja e de aipo. O antioxidante
apresentava 0Oleo de soja e o0s antioxidantes hidroxitolueno butirato (BHT) e

hidroxianisol butirato (BHA). Nenhum destes componentes citados apresentava gluten.

2.3. Preparo das salsichas de surimi de CMS de anchoita

Na Figura 2 esta ilustrado o processo de producdo de salsicha utilizando o
surimi de CMS de anchoita.

Matéria prima
(surimi)

l

‘ Descongelamento ‘

Emulsdo H‘ Homogeneizacao | ‘

Ingredientes e .
aditivos H Homogeneizagéo Il ‘

Envoltério Embutimento

Aquecimento

Resfriamento

54

Depelagem

l

Salsicha ‘

]

Embalagem

Figura 2: Processo de producéo de salsicha de surimi de anchoita.



78

Para a producédo das salsichas, o surimi de CMS de anchoita foi descongelado
até atingir a temperatura de 4°C. Foram testadas trés formulagfes diferentes com a
adicdo de 70, 75 e 80 % de surimi, cuja composicao de ingredientes e aditivos esta
apresentada na Tabela 1.

Tabela 1:Componentes da salsicha de surimi de CMS de anchoita.

Ingredientes Formulagdo A (%) Formulagdo B (%) Formulacdo C (%)
Surimi de CMS de

anchoita 70 & 80
Emulséo* 25 20 15
Fécula de mandioca 2 2 2
Sal 1 1 1
Mix para salsicha 0,7 0,7 0,7
Estabilizante 0,5 0,5 0,5
Realcador de sabor 0,3 0,3 0,3
Alho desidratado em p6 0,3 0,3 0,3
Corante carmim 0,1 0,1 0,1
Sal de cura 0,045 0,045 0,045
Aroma de fumaca 0,007 0,007 0,007
Antioxidante 0,0005 0,0005 0,0005

*Emulsao: Proteina de soja, agua e oleo vegetal.

A emulsao foi formada pela mistura de proteina de soja, 4gua gelada e éleo
vegetal (FURTADO et al.,, 2005). O maximo de proteina de soja que pode ser
adicionada em salsichas, segundo OLIVEIRA (2000), é de 4,0%. Foram utilizados
9,0% de agua e 12,0% de 6leo de girassol. Os demais ingredientes adicionados na
salsicha foram: fécula de mandioca, sal, mix para salsicha, estabilizante, realcador de
sabor, alho em pg, corante carmim, sal de cura, aroma de fumaga e antioxidante. A
fécula que foi adicionada considerou-se o maximo permitido pela legislacdo
(OLIVEIRA, 2000) que é de 2,0%. Os demais ingredientes foram relacionados com as
especificacbes da fabricante Duas Rodas Industrial Ltda.

Para o preparo da emulsdo foi manualmente misturando primeiro a proteina de
soja com a agua e, em seguida, adicionado o 6leo, vagarosamente, formando a

emulsdo, que foi misturada ao surimi por 1 minuto em cutter. Os outros ingredientes
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secos, foram pesados e adicionados na massa juntamente com o antioxidante e o
aroma de fumaca, sendo misturados por mais 2 minutos. Com a massa pronta, foi feito
o embutimento em tripas de celulose previamente hidratadas em agua destilada fria
(<10°C). O tamanho das salsichas foi padronizado em um comprimento entre 9 a 12
cm, sendo amarradas com barbante.

As temperaturas de cozimento basearam-se nas condi¢cdes descritas por
GUERREIRO (2006). Assim, foi aplicado calor seco em estufa com circulacao de ar,
(QUIMIS 314-D, Brasil), por 20 minutos a 50°C. Em seguida submeteu-se ao
cozimento, em banho termostatizado (QUIMIS Q-215-1/2 — Brasil), a 70°C por 30
minutos e, por fim, cozimento a 80°C por mais 30 minutos. Apds as etapas de
cozimento as salsichas foram submetidas a um choque térmico em agua gelada
(5+1°C) por 20 minutos. Entdo as salsichas foram armazenadas em refrigerador
CONSUL, Pratice 340 — Brasil, por 18 horas para serem analisadas juntamente com
uma salsicha comercial, que foi adquirida no comércio local.

Para a comparacao utilizou-se uma salsicha comercial de frango.

2.4. Cor e textura das salsichas de surimi de CMS de anchoita

Foi verificada a cor das salsichas utilizando o colorimetro (CHROMA METER
KONICA MINOLTA CR-400/410 — Japao), avaliando parametros de luminosidade (L*)
e cromaticidade (a* e b*).

A textura foi verificada pela forca de corte, expressa como firmeza (Kg) e
resisténcia (kg.s) das salsichas utilizando o analisador de textura TA.XT. plus — Reino
Unido, equipado com o probe HDP/BS Warner-Bratzler (velocidade no pré-teste de 2

mm/s e pos-teste de 10 mm/s).

2.5. Composicao quimica das salsichas

As salsichas foram analisadas quanto ao teor de umidade, proteina, lipideos e

cinzas segundo a AOAC (2000) e os carboidratos foram calculados por diferenca.
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2.6. Caracteristicas nutricionais da salsicha

Foi feita a analise de cloretos segundo o ZENEBON (2005), sendo expressado
em mg de s6dio/100g de salsicha. O valor energético total (VET) do produto foi obtido
conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003), levando em
consideracao os valores de lipideos, proteinas e carboidratos obtidos pela composigéo
proximal, seguindo a Equacéo 1.

VET = (%L x9)+(%Px4)+(%Cx4) Eg.1

Sendo que %L, %P, %C foram considerados as porcentagens de lipideos,
proteinas e carboidratos, respectivamente.

2.7. Aplicagéo do hidrolisado antioxidante na salsicha e na CMS de anchoita

Foi testada a atividade antioxidante de dois hidrolisados diferentes na salsicha,
seguindo o método descrito por Sakanaka et al. (2005) com algumas modificacdes das
quantidades de amostra e volumes de solucdes, que foram maiores para facilitar a
determinag&o. Os hidrolisados utilizados no teste foram obtidos pela hidrélise da CMS
de anchoita com a enzima Flavourzyme, por um periodo de 1 hora (F1) e 5 horas (F5).

Foram pesados 10 g de amostra e homogeneizados em 50 mL de tampdao
HEPES 50 mM a pH 7,0 durante 5 minutos com homogeneizador DURABRAND HL-
3022-China. Foram retiradas 1,6 mL da suspensdo e colocada em tubos, onde se
adicionou 0,4 mL de solucédo de hidrolisado preparados em tamp&do HEPES (10 mg
hidrolisado/mL tampé&o). Os tubos foram incubados em estufa, BIOPAR 5150/BA, a 37
+ 1°C durante 2 horas. ApOs o término da incubagdo foram adicionados 4 mL de
solugdo de TBA/TCA, consistindo em TCA 0,9 M e TBA 0,03 M em HCI 0,25 M. Os
tubos foram aquecidos em banho, QUIMIS Q-215-1/2 — Brasil, a 90°C por 10 minutos.
ApoGs este tempo os tubos foram resfriados em &gua corrente, sendo filtrados para
posterior analise em espectrofotdbmetro, BIOSPECTRO SP/22 - Brasil. As substancias
reagentes com o acido tiobarbitarico (TBARS) foram determinadas através de leituras
de absorbancia a 532 nm, utilizando a curva padrdo de 1,1,3,3-Tetraetoxipropano

(TEP) Sigma-Aldrich, sendo quantificada em mg de malonaldeido/Kg de produto.
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Como controle aplicou-se o0 mesmo método nas amostras de salsicha e CMS sem
adicdo de hidrolisado.

2.8. Andlise estatistica

Para a avaliacdo dos resultados foram realizadas a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, com um nivel de confian¢a de 95%, utilizando o programa
Statistic 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas fisicas da salsicha de surimi de anchoita

As caracteristicas fisicas das salsichas produzidas com diferentes
concentragdes de surimi de CMS anchoita foram cor e textura. Na Tabela 2 estdo
apresentados os valores de luminosidade L*, que varia de O (preto) a 100 (branco),
além da cromaticidade a*, de -60 (verde) a +60 (vermelho), b*, de -60 (azul) a +60

(amarelo).

Tabela 2: ParAmetros de cor das salsichas produzidas com diferentes concentracdes

de surimi de anchoita CMS e salsicha comercial de frango comercial.

Salsicha *L a* b*
70% Surimi 68,11 + 0,08 2 4,36 +0,02° 11,50 + 0,07°
75% Surimi 65,64 + 0,10° 4,63 +0,10° 11,46 + 0,37°
80% Surimi 65,33+0,34°" 4,44 + 0,06" 11,49 + 0,03°
Comercial 61,03 + 0,97° 21,75 + 0,32° 12,91 + 0,15°

Valores referentes a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras

(p<0,05).

Verificou-se que em todos os parametros a salsicha comercial de frango diferiu
das salsichas com surimi de CMS de anchoita (p<0,05). Foi possivel observar que as
salsichas com surimi de anchoita apresentaram maior luminosidade, comparada com a
comercial. A presenc¢a da emulsao foi o que conferiu a coloragdo mais clara na massa
da salsicha ap6s a mistura com o surimi. Além disso, a auséncia de pigmentos heme

na matéria prima, devido a sua extracdo nos processos de lavagem, impediu a
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formacdo da cor avermelhada como ocorre na salsicha comercial. Isto pode ser
verificada pelo croma a* da salsicha comercial, que foi de 21,75 + 0,32, bem superior
as salsichas com surimi, que ficaram na faixa de 4,36 + 0,10 e 4,63 + 0,02. As
salsichas produzidas com surimi de anchoita ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (p<0,05) nos valores de cromaticidade a* e b*.

Nas salsichas estudadas por Jin et al. (2007), com surimi de peito de frango, a
luminosidade foi maior quanto maior a concentracdo de surimi, tendo valores em torno
de 75 a 95. A cromaticidade a* e b* ficou na faixa de 10,5 a 11,5 e de 3 a 7,
respectivamente. Juntamente com o surimi de frango foi adicionado carne de porco, o
que explicaria um maior valor de croma a*. Oliveira-Filho et al. (2010) produziram
salsichas de Tilapia do Nilo com os parametros de cor semelhantes aos deste estudo.
Assim, pode ser considerado que a producdo deste tipo de produto emulsionado,
utilizando carne de pescado, apresenta-se com uma colora¢cdo mais clara comparada
com o0 mesmo produto elaborado com outros tipos de carnes vermelhas.

A textura também foi outro parametro estudado nas salsichas de surimi de
anchoita. Na Tabela 3 estéo apresentados os valores de textura das salsichas obtidas
com diferentes concentragfes de surimi de CMS de anchoita e da salsicha comercial.

Tabela 3: Firmeza e resisténcia das salsichas de surimi de anchoita e comercial.

Salsicha Firmeza (Kg) Resisténcia (Kg.s)
70% Surimi 0,27 +0,01° 2,27 +0,17°
75% Surimi 0,27 +0,01° 2,45 +0,16°
80% Surimi 0,29 + 0,01° 2,34 +0,21°
Comercial 0,72 + 0,05% 5,94 + 0,36%

Valores referentes a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa entre as amostras

(p<0,05).

Pode-se observar que a salsicha comercial apresentou maior firmeza e
resisténcia comparada com as salsichas de surimi de anchoita. Das salsichas de
surimi a que apresentou maior firmeza foi a com 80% de surimi (0,29 £+ 0,01 Kg),
porém ndo se diferenciou significativamente entre as salsichas com 70 e 75% surimi
(p<0,05). A resisténcia das salsichas de surimi também néo diferiu significativamente
entre si.

Jin et al. (2007), trabalhando com salsichas de surimi de frango, apresentaram
0s mesmos valores de firmeza deste trabalho. Neste estudo a concentragdo de surimi

de CMS de anchoita nédo influenciou nos parametros de textura analisados.
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Em vista dos resultados de cor e textura das salsichas de surimi de CMS de
anchoita foi possivel verificar que a comparacdo com a salsicha comercial tornou-se
dificil, pois os produtos sao muito diferentes em aspecto geral de cor e textura. Entre
as salsichas com surimi ndo houve diferenga nesta caracterizagédo, porém, levando em
conta que a luminosidade mostrou diferenca significativa entre a salsicha com 70% de
surimi e as com 75 e 80%, além de obter um produto com um contetdo médio de
proteinas e um rendimento maior em salsicha, optou-se pela formulacdo intermediéria,
com 75% de surimi de CMS de anchoita, para seguir com as analises de

caracterizacdo quimica e nutricional.

3.2. Caracteristicas quimica das salsichas

Na Tabela 4 esta apresentada a composicao proximal da salsicha produzida

com 75% de surimi de anchoita e da salsicha comercial.

Tabela 4: Composi¢éo proximal (b.u) de salsichas produzidas com surimi de anchoita

e comercial.

Componentes (%) Salsicha com Surimi Salsicha Comercial PIQ
Umidade 63,6 + 0,1 64,8 + 0,22 Max 65%
Proteina 15,5+ 0,42 13,0+0,7° Min. 12%
Cinzas 3,6+0,18 3,8+0,22 -
Lipideos 12,5+ 0,6° 15,6 + 0,42 Max 30%
Carboidratos 4,8+0,22 32+0,2° 1,0-7,0%

PIQ: Padrao de Identidade e Qualidade da salsicha (OLIVEIRA, 2000). Valores referentes a média + desvio padrao. Letras diferentes na

mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras (p<0,05).

Foi possivel observar que as salsichas apresentaram composi¢do semelhante.
A salsicha produzida com surimi de anchoita apresentou significativamente menor
umidade (63,6 = 0,1) e lipideos (12,5 £ 0,6), porém o teor de proteina (15,5 + 0,4) e
carboidratos (4,8 £ 0,2) foi maior, comparada com a salsicha comercial. O teor de
cinzas nao diferiu significativamente. Segundo o regulamento técnico de Padrdo de
Identidade e Qualidade (PIQ) da salsicha (OLIVEIRA, 2000) a umidade méxima da

salsicha deve ser de 65,0%, proteina no minimo 12,0%, gordura maximo de 30,0% e
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carboidratos totais de 1,0-7,0%. Assim, o produto feito com surimi de CMS de anchoita
esta dentro do PIQ da salsicha.

Jin et al. (2007) obtiveram um teor de umidade na faixa de 60,2 a 63,5% na
salsicha de surimi de peito de frango, concordando com os resultados obtidos neste
estudo. Gongalves et al. (2009) obtiveram salsichas de piramutaba que possuiam
saborizantes de camardo e carne de camardo com valores de composicdo
semelhantes aos obtidos neste estudo.

FURTADO et al. (2005) produziu salsichas processadas com carne de ra, onde
também utilizaram uma emulsdo com proteina isolada de soja, 4gua e 6leo vegetal de
soja apresentaram um valor superior de lipideos comparado com o deste estudo. Isto
pode ser devido a quantidade reduzida de lipideos no surimi, que foram retirados nos
processos de lavagens. Ferreira et al. (2003) substituiram o toucinho por 6leo de
girassol na producéo de salsichas do tipo Viena e obtiveram um produto com um teor
de umidade menor que as deste estudo e, em contrapartida, um maior teor de lipideos.

Em geral, nas pesquisas feitas com salsicha de diferentes tipos de matérias
primas e formulacdes, pode-se observar que 0 que apresentou maior variacdo dentre
os valores de composi¢do quimica foi a umidade e os lipideos. A quantidade de

proteina manteve-se semelhante nos produtos.

3.3. Caracteristicas nutricionais das salsichas

Através dos valores obtidos com a composi¢do proximal da salsicha de surimi
de anchoita foi possivel calcular o valor energético total (VET), obtendo um valor de
193,7Kcal a cada 100 gramas de produto. Comparando com a salsicha comercial
(208,4 Kcal/100g) este valor foi mais baixo. Furtado et al. (2005) obtiveram salsichas
com carne de ra com VET de 180 Kcal/100g. O conteudo lipidico das salsichas pode
ter sido um fator importante para o resultado reduzido no VET.

O teor de sédio presente na salsicha de surimi que foi de 520 mg em 100
gramas de produto. Seguindo o rétulo do produto, o teor de sddio presente na salsicha
comercial foi de 604 mg para cada 100 gramas de produto, sendo assim maior que a
salsicha com surimi. O excesso de sal pode causar problemas futuros de hipertensao
arterial, juntamente com outros fatores como sedentarismo, estresse, tabagismo e

bebidas alcodlicas (MOLINA et al., 2003). Assim, pode-se considerar o consumo de
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salsicha de surimi mais adequado por apresentar menor contetdo de sédio, além de

apresentar menor valor energético comparado com a salsicha comercial.

3.4. Aplicacédo do hidrolisado antioxidante na salsicha

Para verificar a influéncia de hidrolisados na inibicdo da oxidagédo dos lipideos

nas salsichas foi realizado o teste de TBARS, estando ilustrado na Figura 3. Segundo

Aradjo (1995) a andlise fundamenta-se na formacéo de um complexo de coloracdo

vermelha, resultante da condensacdo de dois moles de TBA com um mol de

malonaldeido (MDA).
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Figura 3: Efeito dos hidrolisados F1 e F5 na formacdo de TBARS na salsicha de surimi

de CMS de anchoita.

Hidrolisado obtido com a enzima Flavourzyme (F1: 1 hora; F5: 5 horas). Valores referentes a média tdesvio padrdo. Letras iguais

indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p<0,05).

Na Figura 3 é possivel verificar que houve uma diminuicdo no nivel de

formagédo de TBARS, comparando a amostra controle, que ndo continha hidrolisado,
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com as que foram adicionadas dos hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme
durante 1 hora (F1) e 5 horas (F5) de hidrolise. Porém, ndo houve diferenca
significativa entre as amostras, com hidrolisado e o controle, e também na atuacao
entre os hidrolisados F1 e F5, ndo sendo constatada atividade antioxidante nestas
condicdes. Alguns estudos foram reportados que peptideos com atividade antioxidante
podem atuar como inibidores da oxidacao lipidica em carne moida (CENTENARO,
2011; ROSSINI et al.,, 2009; SAKANAKA et al.,, 2005). Para uma melhor acado
antioxidante dos hidrolisados de anchoita em produtos alimenticios poderia ser feito o
fracionamento dos peptideos através da ultrafiltracdo, utilizando as fracdes que
apresentariam melhor atividade, como foi feito por Centenaro (2011). Outra opgdo
seria hidrolisar a matéria prima por um tempo maior, como foi feito por Sakanaka et al.
(2005), produzindo assim peptideos de tamanhos menores e que possam apresentar
maior efeito antioxidante nos alimentos.

N&o somente os hidrolisados podem néo ter agido como antioxidantes, mas
também a amostra utilizada continha diversos interferentes, além de ja possuir
antioxidantes na sua formulacao, que pode ter infuenciado na andlise de TBARS. Para
uma melhor avaliacdo desses hidrolisados na salsicha deveria ser utilizado um maior
tempo de incubagdo para que 0os compostos presentes no produto podessem sofrer
oxidacado e formar substancias que reagiriam com TBA.

Os valores de TBARS encontrados na salsicha de surimi podem ser
confirmados pelos resultados obtidos por Ferreira et al. (2002) com salsichas do tipo
Viena e Oliveira-Filho et al. (2010) com salsichas produzidas com polpa de Tilapia do
Nilo, que apresentaram-se entre 0,30-0,35 mg MDA/Kg e 0,7-1,5 mg MDA/Kg,
respectivamente.

Na legislagéo brasileira ndo ha indicativo do valor maximo de TBARS permitido
para produtos de pescado (OSAWA et al., 2005), no entanto, altos valores de TBARS
comprometem a comercializagdo e aceitagdo do produto final (OLIVEIRA -FILHO,
2010).

3.5. Aplicacéo do hidrolisado antioxidante na CMS de anchoita

Em vista dos resultados obtidos com a salsicha ndo terem sido satisfatorios

para a verificacdo da acdo antioxidante dos hidrolisados, fez-se um teste com a CMS
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de anchoita, que ndo apresentava nenhum composto ou aditivo que pudesse interferir
na andlise.

Na Figura 4 esté ilustrado o efeito dos hidrolisados F1 e F5 no impedimento da
formacgédo de TBARS na CMS de anchoita.
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Figura 4: Efeito dos hidrolisados F1 e F5 na formacdo de TBARS na CMS de anchoita.

Hidrolisado obtido com a enzima Flavourzyme (F1: 1 hora; F5: 5 horas). Valores referentes a média +desvio padrédo. Letras iguais

indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p<0,05).

Neste teste do efeito dos hidrolisados na CMS de anchoita foi possivel
observar que houve efeito antioxidante, verificado pela diferenca significativa entre a
CMS adicionado de hidrolisados antioxidates comparada com o controle. Os valores
de TBARS variaram de 3,22 + 0,12 mg MDA/Kg de produto, com a amostra que
continha o hidrolisado F5, até 3,68 + 0,06 mg MDA/Kg de produto, como controle. Nao
se observou diferenca de resposta entre os hidrolisados. No estudo de Rossini et al.
(2009) com peptideos antioxidantes de caseina aplicados em carne moida, na
concentracdo de 10 mg/mL de hidrolisado obtiveram o valor proximo de 0,5 mg
MDA/Kg de homogeinato. Centenaro (2011) que também estudou diferentes

concentracdes de hidrolisados de pescado com a enzima Flavourzyme, obteve
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resultados na faixa de 0,5 a 6 mg MDA/Kg de homogeinato, e com a concentracéo de
10 mg/mL foi de aproximadamente de 2,4 mg MDA/ Kg, estando proximo aos obtidos
neste trabalho.

Neste estudo foi constado que a presenca de aditivos e conservantes em
produtos alimenticios pode interferir na atuacdo de hidrolisados antioxidantes na

inibicdo da oxidacao lipidica.

4. CONCLUSAO

O surimi de anchoita nas concentracfes estudadas néo influenciou as
caracteristicas de cor e textura, exceto o parametro de luminosidade, da salsicha. A
salsicha com 75% de surimi apresentou composi¢do quimica semelhante a salsicha
comercial, porém mais saudavel pelo menor contetdo de sédio e de valor energético.
No teste de oxidagdo, os hidrolisados n&o apresentaram influéncia na formacgéo das
substancias reagentes com o acido tiobarbitlrico na salsicha, mas sim na CMS de

anchoita.
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4. CONCLUSAO GERAL

A partir da CMS de anchoita foi possivel obter hidrolisados com diferentes
graus de hidrdlise e caracteristicas antioxidantes.

Os hidrolisados com a enzima Flavourzyme apresentaram melhores resultados
na inibicdo da peroxidacédo lipidica, no efeito sequestrante do radical livre DPPH e
também no teste de poder redutor.

No surimi obtido pela lavagem da CMS com solucado de bicarbonato de sédio e
cloreto de sddio obteve um produto com maior luminosidade e brancura.

A forca de gel foi maior no surimi obtido por lavagens com agua e solugdes de
acido fosforico e cloreto de sodio, sendo uma caracteristica importante para a escolha
do surimi AF para a formulagdo de embutido emulsionado.

N&o houve influencia significativa da quantidade de surimi de anchoita na
maioria dos parametros de cor e textura estudados, exceto na luminosidade do
produto.

A salsicha com surimi apresentou uma composi¢cdo semelhante a comercial,
sendo considerado um produto nutricionalmente menos calérico e com um teor de
sddio reduzido.

No teste de oxidacdo nas salsichas ndo houve influéncia dos hidrolisados na
formacdo das substancias reagentes com o &cido tiobarbitirico. Porém no mesmo

teste com a CMS foi verificado a a¢do antioxidante dos hidrolisados.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizar os hidrolisados de anchoita (Engraulis anchoita) quanto ao peso
molecular e composicao de aminoacidos dos peptideos;

Separacédo dos peptideos por ultrafiltracdo com o intuito de verificar a atividade

antioxidante dos peptideos purificados;

Avaliar sensorialmente as salsichas produzidas a partir de surimi de anchoita

(Engraulis anchoita);

Adicionar hidrolisados antioxidantes na formulacéo de salsichas de surimi de
anchoita (Engraulis anchoita) e verificar a estabilidade do produto com relagéo

a oxidacao lipidica durante o armazenamento;

Estudar a elaboracdo de outros produtos alimenticios com a inclusdo de surimi

de anchoita (Engraulis anchoita) na formulagéo.



CAPITULO 5
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