| I

= ’ $ XXV Seminario de Iniciacao Cientifica
SALAO DO unwui ?m? Vgl o XXIl Jornada de Pesquisa
CONHECIMENT s L XVIll Jornada de Extensio

VIl Mostra de Iniciacao Cientifica Junior
A MATEMATICA ESTA EM TUDO

VIl Seminério de Inovacgao e Tecnologia

Evento: VII SEMINARIO DE INOVACAO E TECNOLOGIA

UTILIZACAO DE DIFERENTES ENZIMAS NA OBTENCAO DO
HIDROLISADO PROTEICO DO FILE DA CARPA HUNGARA (CYPRINUS
CARPIO, L.)*

USE OF DIFFERENT ENZYMES TO OBTAIN THE PROTEIN HYDROLYZATE
OF THE FILLET OF THE HUNGARIAN CARP (CYPRINUS CARPIO, L.)

Camila Hammarstrom Goi’, Carolina Almeida Bragato®, Eilamaria
Libardoni Vieira®, Raul Vicenzi’, Fernanda Da Cunha Pereira’

' Estudo vinculado a pesquisa Institucional "Desenvolvimento de novos produtos alimenticios a
base de carne de peixe", Grupo de pesquisa Alimentos e Nutricdo da UNIJUI.

* Aluna do curso de Graduacdo em Engenharia Quimica da UNIJUI, bolsista iniciago cientifica
PIBITI/CNPQ, camilahgoi@hotmail.com

* Aluna do curso de Graduagio em Engenharia Quimica da UNIJUI, bolsista de iniciacdo cientifica
PIBIC/UNIJUI, carolbragato@hotmail.com

* Professora Mestre do Departamento de Ciéncias da Vida da UNIJUI,
eilamaria.vieira@unijui.edu.br

® Professor Doutor do Departamento de Ciéncias da Vida da UNIJUI, rvicenzi@unijui.edu.br

% Professora Doutora do Departamento de Ciéncias Exatas e Engenharias da UNIJUI, Orientadora,
fernanda.cunha@unijui.edu.br

INTRODUCAO

O consumo per capita de peixes no Brasil é baixo quando comparado ao consumo de pescado em
outros paises do mundo (SONODA, 2006). Em 2015, segundo estimativa divulgada pelo Ministério
da Pesca e Agricultura (MPA), o consumo de pescado no Brasil foi de apenas 10,6 quilos de
pescado per capita, o que estd abaixo do recomendado pela Organizagdo Mundial da Satude
(OMS), que é de 12 quilos per capita por ano (SNA, 2015).

A partir disso e visando estimular o aumento do consumo de pescado, foi elaborado o projeto
“Desenvolvimento de novos produtos alimenticios a base de carne de peixe” na Universidade
Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI) em parceria com a Cooperativa de
Piscicultores de Ajuricaba e Nova Ramada (COPRANA). Este projeto conta com financiamento
externo da Secretaria de Desenvolvimento Econdomico, Ciéncia e Tecnologia do estado do Rio
Grande do Sul.

A qualidade do pescado como alimento é um fator indiscutivel, pois sabe-se que é uma importante
fonte de proteinas e lipidios. De modo geral, o pescado vem sendo cada vez mais procurado, ja que
pode estar presente nos mais variados tipos de dietas e possui qualidades nutricionais para
combater dois problemas contemporaneos, a fome e a obesidade (FAO, 2012).

O uso do pescado de baixo valor comercial ou fora de tamanho padrao, pode ser utilizado como
fonte para a obtencdo de produtos com maior valor agregado, tais como hidrolisados proteicos,
sendo uma alternativa bastante interessante para o setor de pesca. A hidrolise das proteinas pode
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ser realizado utilizando enzimas, acidos e &lcalis. Entretanto, a hidrdlise enzimatica é mais
indicada do que a que utiliza quimicos para a producdo de hidrolisados com aplicagoes
nutricionais, ja que ndo proporciona a formacgao de produtos nocivos. Outro fator deve-se ao maior
controle da hidrélise realizada com enzimas, melhorando as propriedades do produto final, além
deste método ser mais simples, eficiente, envolvendo condigdes alcalinas moderadas que nao
destroem as proteinas recuperadas por racemizacao e outras reagoes quimicas (FONKWE, 2005
citado por SCHMIDT E MELLADO, 2009).

A Flavourzyme® é uma exopeptidase fingica complexa produzida pela fermentacdo submersa de
uma linhagem selecionada de Aspergillus oryzae. A Alcalase® é uma endopeptidase produzida por
fermentacao submersa do microrganismo de Bacilus licheniformis, e tem-se provado por muitos
pesquisadores como sendo uma das melhores enzimas utilizada na preparagdo de hidrolisados
proteicos (KRISTINSSON, 2000).

Diante da necessidade de aumentar o consumo de pescado no Brasil e visando minimizar seu
desperdicio, este estudo propoe a realizagdao do método de hidroélise enzimatica utilizando filé de
Carpa Hungara (Cyprinus carpio, L.). Serd comparada a utilizacdo de duas enzimas diferentes
(Flavourzyme® e Alcalase®), avaliando assim a possibilidade de se obter um produto com alto
valor nutricional. Esta pesquisa baseou-se na Carpa Hungara pelo fato da utilizacdo desta na
elaboragao dos produtos a base de pescado do projeto ao qual este estudo faz parte.

METODOLOGIA

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado filé do pescado do tipo Carpa Hungara (Cyprinus
carpio, L.) proveniente da Cooperativa de Piscicultores de Ajuricaba e Nova Ramada (COPRANA).
Apds capturados, os peixes foram acondicionados em caixas térmicas com gelo e transportado até
o Laboratério de Nutricdo da UNIJUI. Depois de abatido e eviscerados, os peixes foram filetados,
com o intuito de separar a pele e a carcaga. Os filés foram triturados e armazenados em freezer a
-182C até o momento da realizacdo da hidrélise enzimatica.

Os laboratoérios da UNIJUI (Laboratério de Pesquisa em Quimica - LAPEQ, Laboratdrio de
Processamento de Alimentos II e Laboratério de Engenharia Quimica) foram utilizados para a
realizagao do método de hidrélise e da metodologia de quantificagao de proteina soluvel. Todos os
procedimentos foram realizados em duplicata.

A obtencgao do hidrolisado proteico, teve inicio com a adigao do substrato ja triturado em frascos
do tipo Erlenmeyer de 250 ml, em seguida foi adicionada 4gua destilada na proporcao 1:1, ou seja,
30g de substrato e 30 ml de dgua destilada. Foram acrescentados aos frascos 5% da enzima
Alcalase® 2.4 U/g (Sigma Aldrich) ou Flavourzyme® 500 U/g (Sigma Aldrich). Posteriormente, os
frascos contendo as amostras foram acondicionados em uma Incubadora Shaker com Agitacao
Orbital Refrigerada de Piso SL-221 com temperatura estabilizada em 602C, a 200 rpm, 30 minutos
de estabilizacdo do sistema e duas horas de hidrdlise enzimatica.

Apés transcorrido o tempo de reacdo, as enzimas foram inativadas termicamente em um Banho
Termostatizado 093/CF na temperatura de 852C durante 10 minutos. Os hidrolisados foram
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arrefecidos e centrifugados em uma Centrifuga Refrigerada 9300R durante 10 minutos a 10.000
rpm para a separacdo da fragdo insoluvel e retirada de uma aliquota do sobrenadante, para
posterior quantificagdo da proteina soltivel hidrolisada.

A concentragdo de proteina soltivel foi quantificada seguindo o método de Lowry e Cols (1951) que
consiste na utilizacao do reagente Folin-Ciocalteau que sofre uma redugdao quando reage com
proteinas na presencga do catalisador Cobre (II), produzindo um complexo de cor azul com
absorcdo méaxima de 750 nm, que foi medido com o auxilio de um espectrofotometro Spectronic
Genesys 20. Para a quantificagdo da proteina hidrolisada foi realizada uma curva padrao
utilizando solucdo de albumina bovina e &gua em proporgoes previamente definidas pelo método.
Para a quantificacdo do Grau de Hidrdlise (%GH) foi realizado o seguinte célculo:

proteina selivel

%GH = «100 (1)

proteina total na amestra

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos é possivel analisar a eficacia da hidrélise enziméatica e comparar a agao
das duas enzimas através do Grau de Hidrdlise (%GH) obtido, expresso na tabela 1. Para a
realizacdo deste calculo, foram utilizados dados da composicdo centesimal do filé de Carpa
Hungara, expresso na tabela 2, ao qual foram obtidos em outro trabalho realizado para este
mesmo projeto. A umidade presente no filé também foi considerada para a realizacdao da
quantificagdo de proteinas solubilizadas no processo de hidrdlise, pois sabe-se que esta causa
diluicdo da concentracdo de proteinas no substrato. Pode-se concluir que a melhor enzima para a
realizagdo do hidrolisado proteico do filé de Carpa Hungara foi a Alcalase®, o que ja havia sido
evidenciado em outros estudos sobre hidrolisado proteico segundo Kristinsson (2000).

Estudos recentes realizados por Schmidt e Mellado (2009), ao analisarem o grau de hidroélise
(%GH) do peito e da coxa de frango utilizando as enzimas Alcalase® e Flavourzyme®, em
quantidades até 9,1% de enzima e tempo de até 140 minutos, obtiveram a melhor resposta ao grau
de hidrélise para a enzima Alcalase®, utilizando como substrato a carne de peito de frango.
Destacam também que uma matéria-prima contendo elevada quantidade de lipidios resultada em
um hidrolisado com menor quantidade de proteina solubilizada.

Tabela 1 - Grau de Hidrolise do file de Carpa Hungara

Enzima Tempo (min)  Concentracio (g/ml) 2oGH
Flavourzyme® 120 9.2675x107 7.65
Alcalase® 120 13151107 1086
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Tabela 2 - Composiciio Centesimal do filé de Carpa Hiungara

Parametro Quimico Valor (%0)
Umidade 72824321
Lipidios Totais 6.80+2.40
Residuo Mineral 11440 44
Proteina Bruta 21.19+2.79

Fonte: DIDONET, F. P. af af, 2013

Investigando o método de hidrélise de proteina por proteases, a temperatura e a proporgao
enzima-substrato influenciaram na clivagem das ligagdes peptidicas do substrato proteico. O grau
de hidrdlise depende da enzima utilizada e a Alcalase® quando comparada com a Flavourzyme®,
apesentou maior grau de hidrdlise, por ser uma endo-enzima, a qual consegue uma hidrélise mais
efetiva (DINIZ E MARTIN,1996).

De acordo com Kristinsson e Rasco (2000), a elevagao da concentragdo de proteases aumenta
significativamente o grau de hidrélise, embora os custos também se elevem em fungdo da
utilizagao de maiores volumes desse produto. Além do aumento da concentracao de enzima, outra
variavel que aumentara o GH é o tempo de reacao.

CONSIDERACOES FINAIS

Para este estudo preliminar, os resultados obtidos para o grau de hidrélise sdo pouco expressivos.
No entanto, ha potencial para que este hidrolisado seja produzido e vendido como ingrediente de
uma suplementacao alimentar, devido a quantidade de proteina disponivel no filé. Sugere-se para
estudos posteriores a realizacao de um planejamento experimental aprofundado, testando novos
valores para o tempo de hidrélise, temperatura, concentracdo de substrato e, principalmente, o
percentual de enzima utilizados, visando otimizar e alcancar um maior rendimento do processo de
hidrélise.

Palavras-Chaves: Peixe; Hidrdlise Enziméatica; Engenharia Quimica;
Keywords: Fish; Enzymatic Hydrolysis; Chemical Engineering;
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