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Resumo

Valor Agregado aos residuos do processamento de tildpia: aspectos
tecnoldgicos, quimicos e microestruturais.

Eliriane Jamas; Prof@ Dr2 Léa Silvia Sant’Ana

Unesp — CAUNESP

A aquicultura apresenta crescimento em todo mundo, sendo a criagao intensiva
de tilapia uma atividade em expansdo. No processo de filetagem da tilapia é
gerada grande quantidade de subprodutos, sendo que a producéo de surimi surge
como alternativa de aproveitamento destes residuos. A tecnologia do surimi
permite agregar valor funcional, nutricional e comercial para elaboracdo de
produtos reestruturados. O presente trabalho teve como objetivo contribuir com a
sustentabilidade da industria de filetagem de tilapia pela producéo de um alimento
para consumo humano (Hamburguer), bem como pela utilizacdo de residuos do
processamento (dgua de lavagem). Os resultados obtidos indicaram que foi
possivel elaborar produto reestruturado (hamburguer), com teor de umidade
desejavel utilizando processamento manual para a obtencdo do mesmo. A
composi¢cdo centesimal obtida para os hamburgueres ficou dentro dos valores
determinados para outras espécies, podendo ser considerado produtos de boa
gqualidade nutricional. As micrografias dos hamburgueres apresentaram orificios
de ar caracteristicos de produtos reestruturados, e algumas fibras musculares
isoladas. O estudo comprovou que a lavagem e a adicdo de amido de mandioca
ao musculo da tilapia transformam a proteina original em um tecido flexivel e
modelavel, proporcionando a utilizacdo do surimi na elaboracéao de diversos tipos
de produtos. O residuo do processamento (agua de lavagem do surimi) possui
proteinas que ao serem hidrolisadas podem ser utilizadas na alimentagéo.
Estudos futuros sdo necessarios para a utilizacdo dos hidrolisados para o uso
industrial.

Palavras chave: CMS, amido de mandioca, hamburguer de peixe, hidrolisado

protéico, microscopia eletrénica de varredura, eletroforese



Abstract

Value-added waste processing tilapia: technological aspects,

microstructural and chemical.
Eliriane Jamas; Léa Silvia Sant"Ana PhD
Unesp- CAUNESP

Aquaculture has been growing worldwide, and the intensive farming of tilapia an
expanding activity. In the process of filleting tilapia is generated large quantity of
by-products, and the production of surimi appears as an alternative use of these
residues. The technology allows surimi add value is bringing added value
functional, nutritional and commercial development of restrutured products. This
study aimed to contribute to the sustainability of tilapia filleting industry for the
production of a foodstuff (Hamburger), and the use of processing waste (wash
water). The results of this study indicated that it was possible to develop
restructured products (hamburger) with desirable moisture content using manual
processing to achieve the same. The chemical composition obtained for the
burgers is within the range determined for other species, can be considered
products of good nutritional quality. The micrographs of the burgers had air holes
characteristic of restructured products, and some isolated muscle fibers. The study
found that washing and addition of cassava starch to the muscle of tilapia
transform the original protein in a tissue flexible, allowing the use of surimi in the
preparation of different types of products. The waste processing (surimi wash
water) has to be hydrolyzed proteins that can be used in foodstuffs. Further

studies are needed to use hydrolysates for industrial use.

Keywords: MSM, cassava starch, fishburguer, hydrolyzed protein, scanning

electron microscopy, electrophoresis.
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1. Introducéao

O recém-criado Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) do governo brasileiro
pretende aumentar o consumo de pescado dos 7 Kg por habitante/ano para 9 kg
por habitante ano, e para alcancar esta meta prevé um aumento de 50% da

producao proveniente da aquicultura (MPA, 2011).

Estratégias sao buscadas a fim de aumentar o consumo de pescado, bem como
de agregar valor aos produtos fortalecendo a cadeia produtiva. Formas
alternativas de processamento da carne do pescado, além das usuais: pescado
fresco, congelado, seco ou enlatado, tais como novas formulacdes, alimentos pré-
preparados e produtos praticos devem ser oferecidos. A maior utilizacdo dos
subprodutos de peixe, na forma de silagem, farinha de peixe e carne
mecanicamente separada — CMS, é também desejavel (RUSTAD, STORR@ E
SLIZYTE, 2011), pois o processamento adequado dos residuos do pescado ira
viabilizar economicamente a inddstria bem como minimizar o impacto ambiental
resultando na adoc&o de praticas sustentaveis (MARTIN-SANCHEZ et al, 2009).

O processamento de peixes de aquicultura € um fator importante para auxiliar no
elo entre a producdo primaria e o consumidor final (SARY et al, 2009). Com
rendimento de filé de aproximadamente 30%, o processamento da tilapia gera
uma grande quantidade de subprodutos. A extracdo de CMS é um processo
atraente pela possibilidade de maior rendimento de carne em relacdo a obtida

pelos métodos tradicionais de filetagem (BOOMAN et al, 2010).

A CMS é a base para a produgcdo do surimi. Este € obtido ap0s sucessivas
lavagens da CMS com agua fria e adicéo de crioprotetores (PARK E YANG, 1998;
MACKIE, 1992; LEE, 1984). Através do surimi podem-se elaborar empanados,
hamburgueres e outros produtos, promovendo desenvolvimento rentavel de
produtos para consumo com valor agregado e com utilizacdo mais responsavel
dos recursos naturais (GEHRING et al, 2011).

Amidos sao amplamente utilizados em uma grande variedade de produtos pela
indUstria alimenticia, pois proporcionam mudancas desejaveis na textura e
propriedades gelatinizantes dos alimentos (MISHRA E RAI, 2006). Em produtos a
base de surimi, melhoram suas propriedades fisicas e quimicas, por causa de sua

habilidade em modificar sua textura, manter estabilidade durante a refrigeracao e
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por diminuir custos de producédo (PARK, 2005; KIM E LEE, 1987; HUNT, GETTY
E PARK, 2009). Porém para avaliar as mudancas que ocorrem pela adicdo de
amido nas propriedades fisicas e quimicas do surimi sdo necessérias analises
especificas. O estudo das propriedades morfoldgicas dos alimentos proporciona
melhor entendimento a respeito do comportamento de seus componentes: a
modificagcdo da estrutura protéica do musculo, os efeitos da incorporacédo de

aditivos e a interagdo entre proteina, lipideos e amido (FOGACA, 2009).

2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo contribuir com a sustentabilidade da
industria de filetagem de tilapia com producdo de um alimento para consumo
humano (Hambdrguer), bem como utilizacdo de residuos do processamento

(agua de lavagem).

3. Revisédo Bibliografica
3.1. Utilizacao do Pescado

A producédo mundial de tilapia em aquicultura, em 2009, foi de 132.957 toneladas
sendo que a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi responsavel por 96.286
toneladas da producéo (FAO, 2011). Na producédo aquicola brasileira a producéo
de tilapia € um dos destaques. Sua criacdo cresceu 3,8 vezes em dez anos, de
1999 a 2009 (FAO, 2011).

A tilapia € considerada uma espécie com potencial para a producdo de surimi
(TOKUR et al, 2004), pois possui uma carne branca e textura delicada (MARTIN-
SANCHEZ et al, 2009). A espécie apresenta requisitos tipicos preferidos pelo
mercado consumidor, tais como carne de sabor delicado, de facil filetagem,
auséncia de espinhas em Y (SOUZA, 2002), o que coloca a tilapia como o
segundo grupo de peixes de maior importancia na aquicultura mundial, somente
atras das carpas (NAYLOR et al, 2000; FAO, 2011).

A filetagem mecanica de 46 kg de tilapia produz cerca de 14kg de filés e 32kg de
subprodutos, resultando em grandes perdas em Oleo e carne de peixe

(JACZYNSKI, 2005). Nas ultimas duas décadas, paralelamente ao crescimento
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mundial da aquicultura houve um grande aumento da quantidade de subprodutos

gerados a partir do processamento de peixe (JACZYNSKI, 2005).

Existe uma confusdo nos uso dos termos descarte, residuos, subprodutos
(RUSTAD, 2003). Descarte € normalmente utilizado para a fauna acompanhante
de produtos da pesca de valor comercial (BLANCO et al., 2007). Alguns autores
definem residuos como produtos que ndo podem ser usados para alimentacdo
humana, devendo ser utilizados em compostagem, queimados ou destruidos,
enquanto subprodutos sao definidos como partes ndo comercializadas de
pescado, mas que podem ser processados apos tratamentos especificos
(RUSTAD, 2003; RUSTAD, STORR@ E SLIZYTE, 2011). Neste trabalho utilizar-

se-a o termo subprodutos.

A sustentabilidade do setor pesqueiro serd alcancada com o maior
aproveitamento das matérias-primas, a utilizacdo de espécies subutilizadas,
avaliagdo das acgles, preservacdo do meio ambiente e recursos naturais,
minimizacdo da poluicdo e reducdo do consumo de agua. Dessa forma pode-se
melhorar a economia do processo e dar resposta as crescentes preocupacoes
com responsabilidade ambiental e social (MARTIN-SANCHEZ et al, 2009).

Estudos que utilizem estes subprodutos, obtendo-se produtos de valor agregado e
praticidade de comercializacdo, sdo essenciais para o fortalecimento da cadeia
produtora do pescado nacional. Uma possibilidade para aumentar o rendimento é

através da producgédo de surimi.

3.2. Surimi

No Codex alimetarius, o surimi é definido como produto de proteina de pescado
para uso posterior, obtido por meio da separacdo mecanica em que é moido,
lavado, purificado, drenado, misturado com ingredientes crioprotetores e
congelado (FAO, 2010). A utlizacdo de matérias-primas anteriormente n&o
aproveitadas e o processamento dos subprodutos podem reduzir a pressao sobre
0s estoques de peixes, bem como diminuir os impactos ambientais negativos
associados ao processamento do pescado. H4 também grande potencial para a
elaboracdo de produtos de alimentacdo humana a partir de matérias-primas até

entdo nao utilizadas. O aproveitamento de subprodutos com recuperagdo de
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CMS, apo6s o processamento de filetagem, pode aumentar o rendimento da
porcdo comestivel e posteriormente ser utilizada na elaboracdo de outros
produtos alimenticio (CHOMNAWANG et al., 2007).

Diversas espécies podem ser utilizadas na elaboragcdo do surimi a base de
pescado, no entanto, alguns peixes mais gordurosos podem dificultar a
eliminacdo de substancias indesejaveis durante os ciclos de lavagem do musculo
(YONGSAWATDIGUL, PARK E VIRULHAKUL, 2000).

Para producdo de surimi h4 uma etapa de lavagem, a qual é de extrema
importéncia, pois nela ocorre tanto a remocdo das proteinas hidrossoluveis,
principalmente proteinas sarcoplasmaticas, lipideos, sangue e outros materiais
hidrossoluveis, bem como a concentragdo de proteinas miofibrilares,
responsaveis pelas caracteristicas do gel formado (RAWDUEN et al, 2009; PARK
E LIN, 2005; PARK, LIN E YONGSAWATDIGUL, 1997).

A esta pasta de surimi sdo adicionados crioprotetores (tripolifosfato, glicerol e
sacarose) necessarios para a manutencdo das caracteristicas de gelificacao,
importantes na elaboracdo de produtos analogos a carne de caranguejo e Vvarios
outros produtos derivados do surimi, como kamaboko (cozido a vapor), tempura
(frito), chikuwa (assado), paté, fishburguer, bolinhos, nuggets e salsicha (PARK E
MORRISSEY, 2005; LEE, 1986; SATO E POLLAK, 2001; JIANG et al, 2001,
SANCHES-ALONSO, SOLAS E BORDERIAS, 2007; BLANCO et al, 2007; JIN et
al, 2007).

As caracteristicas reolégicas dos produtos elaborados a base de surimi sao

melhoradas pelo uso de amido.

3.3. Amido

O amido é um macropolimero de glicose sintetizado por plantas e provém cerca
de 70 — 80% das calorias consumidas pelos homens. Sua estrutura é complexa,
composta por duas porcdes principais: a amilose e a amilopectina, sendo assim
guimicamente e fisicamente heterogéneo (DUTRA E MARCHINI, 2000;
BEMILLER E WHISTLER, 1996; YANG E PARK, 1998).
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A amilose, é uma molécula menor, é formada por unidades de glicose unidas por
ligacées glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear (10° a 10° daltons). J& a
amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 e a- 1,6,
formando uma estrutura ramificada, contendo até 5% de ramifica¢cdes a- 1,6, com
alto peso molecular (10° a 10 daltons) (TESTER et al, 2004). As propor¢des em
gque essas estruturas aparecem diferem em relacdo as fontes botanicas,
variedades de uma mesma espécie e, mesmo numa mesma variedade, de acordo
com o grau de maturacdo da planta (MAHANN E ESCOTT- STUMP, 2002;
TESTER et al., 2004).

Amidos sdo amplamente utilizados em uma grande variedade de produtos pela
indUstria alimenticia, pois proporcionam mudancas desejaveis na textura e
propriedades gelatinizantes dos alimentos (MISHRA E RAI, 2006). Em produtos a
base de surimi os amidos reduzem os custos de producdo e substituem
parcialmente as proteinas do peixe, mantendo as caracteristicas desejadas do gel
(HUNT, GETTY E PARK, 2009; KIM E LEE, 1987; LI E YEH, 2002).

O amido, devido a sua origem botanica e a quantidade de amilopectina, pode
afetar a textura do surimi em suas propriedades reolOgicas: retrogradacdo e
gelatinizagdo, sendo que o amido gelatinizado pode aumentar a forca do gel e a
firmeza do produto. (HSU E CHIANG, 2002; LEE, 1986; LI E YEH, 2002; KIM E
LEE, 1987).

As diferentes fontes de amido tém comportamentos diferentes quanto a textura do
gel do surimi. Dos amidos comerciais, a fécula de batata aumenta mais a for¢a do
gel que o amido de milho, devido a sua propriedade de absorver uma grande
guantidade de agua, e de sua melhor rigidez, coesividade e firmeza (YANG E
PARK, 1998; LEE, 1986). O amido de mandioca é o segundo com maior
capacidade de absorcdo de &agua, o que pode ser util para melhorar as
caracteristicas sensoriais e para manter a estabilidade nos processos de
refrigeracao (PARK, 2005). O tubérculo apresenta 17% de amilose (PARK, 2005)
0 que proporciona a formacdo de um gel transparente, o que pode ser Util na
elaboracdo de produtos com pescado, nao influenciando a escolha do

consumidor.
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O uso de fécula de mandioca em produtos com proteina animal apresenta-se
promissor, pois a gelatinizagdo do amido deste tubérculo se inicia na mesma

temperatura em que comecga a cocg¢ao dos produtos carneos (PSZCZOLA, 1999).

A mandioca é um das principais fontes de amido de paises de clima tropical. A
planta é nativa da floresta amazoénica brasileira e adaptou-se bem aos continentes
africano e asiatico, os quais sao 0os maiores produtores atualmente (MAIEVES et
al, 2011). Além de ser consumido em diferentes preparagbes culinarias, €
importante devido a simplicidade do processo de extracdo dos granulos de amido,
e com pequena interagdo com proteinas, lipidios e outros componentes dos
tecidos vegetais que exigem processos industriais mais elaborados para purificar
os granulos (MARCON et al.,, 2007 apud MAIEVES et al, 2011). O amido de
mandioca apresenta uma variedade de propriedades, como temperatura de
gelatinizacdo baixa, clareza e gosto agradavel, o que torna desejavel para ambas
as aplicagdes alimentares e industriais (MAIEVES et al, 2011).

Os grédos de amido sdo relativamente densos e insolaveis, sendo hidratados
somente em agua fria. Os graos se dispersam na agua, devido a dissolucédo dos
polissacarideos resultando no aumento da solubilidade, produzindo uma mistura
de baixa viscosidade, que podem ser facilmente misturados e inchados, mesmo
com concentracfes acima de 35% (BEMILLER E WHISTLER, 1996). As
propriedades fisico-quimicas do amido séo afetadas principalmente pelo tamanho
do granulo, bem como pela proporcédo de amilose/amilopectina, peso molecular e
estrutura molecular (LINDEBOOM et al., 2004)

Para avaliar as mudancas que ocorrem pela adicdo de amido nas propriedades
fisicas e quimicas do surimi sdo necessarias analises especificas. O estudo da
estrutura de um alimento pode ser realizado com técnicas de microscopia, uma
vez que existe uma relacdo entre suas propriedades fisico-quimicas e suas

correspondentes estruturas microscopicas (LARREA et al., 2007).

3.4. Anélise por Microscopia Eletronica de Varredura

Vérias técnicas sao usadas para caracterizar a estrutura de alimentos, entretanto,
algumas destas sdo usadas para obter dados especificos e quantitativos da

estrutura interna de alimentos particulados, tais como: a analise por imagem e
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técnicas fisico-quimicas que sdo classicas da tecnologia de particula
(SHOONMAN et al. 2001).

A avaliacdo das caracteristicas microestruturais durante o pré-aquecimento do
surimi fornece informagdes sobre o desenvolvimento estrutural da formagéo do
gel das proteinas (HOSSAIN, MORIOKA E SHIKHA, 2011).

A analise da morfologia dos alimentos é importante para avaliar os efeitos do
processamento e da adicdo de aditivos, sobre a estrutura microscépica dos seus
nutrientes. Estas estruturas poderdo até definir os parametros de qualidade que

determinam a aceitacéo dos produtos pelos consumidores (BUCHHEIN, 1998).

Além do uso de aditivos, como o amido, a propria estrutura muscular do pescado
se modifica substancialmente durante o processo de elaboracdo do surimi.
Somente estudos microscopicos podem avaliar a intensidade dessas
modificagOes, alterando processos e produtos na melhoria dos atributos de
gualidade do gel de surimi. Varios pesquisadores tém avaliado as modificaces
na formacédo do gel de surimi com a utilizacdo de analise de microestrutura (LIU et
al, 2010; RAWDKUEN et al, 2009; ROMERO et al, 2009; SANCHEZ-ALONSO,
SOLAS E BORDERIAS, 2007). A utlizagdo de imagem microestrutural
proporciona estudos que levardo ao entendimento das mudancas fisico-quimicas
dos alimentos (AGUILERA, 2005).

3.5. Andlise de proteinas

H& véarios métodos para quantificar a proteina em um alimento. Uma mesma
proteina apresentara resultados diferentes se quantificada por métodos diversos,
pois estes apresentam principios diferentes uns dos outros (BONJOCH E
TAMAYO, 2003). Ndo hd um método absoluto para estas analises, pois ha
vantagens e desvantagens em todos eles. Os métodos mais utilizados para a

determinacao de proteinas em alimentos sdo de Kjeldahl, Lowry e Bradford.

O método Kjeldahl, desde a sua criagdo, tem sido 0 mais aceito
método para determinacdo de proteina total em racdes e alimentos (MOORE et
al, 2010). O procedimento de determinacao indireta de proteinas é baseado na
determinacdo de nitrogénio, devido a composicdo elementar de diferentes
proteinas serem similares, independente da natureza e origem (GASPAR, 1984).
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O método de Lowry é mais rapido, sensivel e especifico comparado ao Kjeldahl
(MARTONE et al, 1980), enquanto o método de Bradford utiliza apenas um
reagente, envolve menos etapas de mistura, ndo necessita de aquecimento, e da
uma resposta mais estavel do que outros métodos colorimétricos (BONJOCH E
TAMAYO, 2003).

E importante que o método para analisar proteinas do alimento seja robusto, isto
€, deve ser possivel usar o método em diferentes tipos de matéria-prima e
alimentos processados, e que outros componentes do alimento, como lipidios e
pigmentos ndo devem interferir com a analise. O método deve também necessitar
minimo pré-tratamento da amostra para diminuir o erro analitico e reduzir custos
(RUSTAD, 2010).

No método de Kjeldahl a proteina total contida nas amostras é denominada
“proteina bruta”, pois € obtida pela multiplicacdo do nitrogénio por 6,25, um fator
correspondente a média de nitrogénio protéico de 16% (JAMES, 1995). Porém
varios alimentos ndo possuem 16% de nitrogénio proteico, assim a analise de
Kjeldahl pode subestimar ou superestimar os valores reais de proteinas
(SOSULSKI E IMAFIDON, 1990). Alimentos com fator de conversao de nitrogénio
real menor que 6,25 perdem em qualidade protéica e acabam por aumentar em
quantidade (MARIOTTI, TOME E MIRANDI, 2008).

Sosulski e Imafidon (1990) sugerem que para peixes seja utilizado o valor de 5,82
como fator de converséo, enquanto que Mariotti, Tomé e Mirandi (2008) sugerem

valores entre 5,38 a 5,74.

Além disso, o método de Kjeldahl requer longo intervalo de tempo por analise e a
presenca de nitrogénio n&o protéico na amostra pode provocar um erro positivo
nas determinacdes (GASPAR, 1984). Quando o teor de proteina é calculado com
base na determinacdo do teor de nitrogénio, nitrogénio de compostos como
aminodcidos livres, nucleotideos, aminas e uréia também véao contribuir para o
teor de proteinas (RUSTAD, 2010). Para suprimir interferéncias do nitrogénio nao
protéico, a proteina deve ser precipitada, separada do sobrenadante e digerida
com &cido sulfarico para posterior quantificacdo. Varias possibilidades estédo
disponiveis para aceleracdo e término da decomposicdo, tal como aumento da

temperatura, adicdo de oxidantes, adicdo de redutores e uso de catalisadores
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(GASPAR, 1984). Entretanto, o0 método é amplamente usado por suas vantagens

como alta preciséo e boa reprodutividade.

O método de Lowry baseia-se no principio de que as proteinas sédo reduzidas
guando reagem com a mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico,
(reagente Folin-Ciocalteau), na presenca do catalisador cobre (Il), e produz um
composto com absorcdo maxima de 750 nm (ZAIA, ZAIA E LICHTIG, 1998).
Dentre as vantagens do método de Lowry estdo sua alta sensibilidade, pois o
método avalia somente peptideos, simplicidade e a possibilidade de se analisar
um grande namero de amostras simultaneamente (RUSTAD, 2010; MARTONE et
al, 1980; OWUSU-APENTEN, 2002a). Este método tem sido utilizado para a
determinacao da concentracdo de proteinas totais em diversos meios, tais como:
algas marinhas (BARBARINO E LOURENCO, 2005), farinha de peixe (MARTONE
et al, 1980), leite humano, cerveja, farinha de cereais, tomate, batata (OWUSU-
APENTEN, 2002) e patinhas de carangueijo (elaborados a partir de surimi de
Alaska pollock e Pacific whiting) (REED E PARK, 2008).

Os interferentes do método sdo agentes quelantes ou redutores. Os quelantes
diminuem a formacdo de cor por seqiiestrarem o Cu*? e os agentes redutores
reagem com o reagente Folin formando uma cor extra (OWUSU-APENTEN,
2002). Detergentes, fenois, fenolases e glucosaminas também interferem no
método através de um aumento da absorbancia (superestimando os valores)
(BARBARINO E LOURENCO, 2005). O método de Lowry também apresenta
como desvantagens o0s longo tempo necessario para a analise (RUSTAD, 2010)

como também a necessidade de uma curva padrédo (MARTONE et al, 1980).

O meétodo Bradford baseia-se na técnica para a determinacéo de proteinas totais
utiizando o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250 (PANDEY E
BUDHATHOKI, 2007). O método € baseado na interacdo entre o corante BG-250
e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais
basicas ou aromaticas. No pH de reacao, a interacdo entre a proteina de alto
peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma aniénica, que absorve fortemente em 595 nm (BRADFORD,
1976).
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Estudos sugerem que a forma aniénica “Coomassie brilliant blue” BG-250 forma
complexos com as proteinas. Neste caso, ocorrem atracfes eletrostéaticas,
interacdes hidrofébicas e forcas de Van der Waals. Tal complexo possui uma
coloracdo azul. A intensidade desta coloracdo dependera da concentracdo de
proteinas da amostra e sera mais intensa se a concentracéo for alta (OWUSU-
APENTEN, 2002a).

O método apresenta vantagens como utilizar apenas um Unico reagente,
apresentar reacao rapida (apenas 5 minutos), alta estabilidade do complexo
proteina-corante; alta reprodutibilidade, determinar somente nitrogénio protéico e
com poucos interferentes (BONJOCH E TAMAYO, 2003; KAMIZAKE et al, 2003).
Ao contrario do método de Lowry et al (1951) ions metalicos (NH4*, Na* e K),
fenol e carboidratos (sacarose) nao interferem neste ensaio (PANDEY E
BUDHATHOKI, 2007). A andlise de Bradford tem sido utlizada para a
determinacdo de proteinas totais em diversos meios como leite humano
(OWUSU-APENTEN, 2002b), cogumelos (PANDEY E BUDHATHOKI, 2007), leite
de vaca (KAMIZAKE et al, 2003), farinha de peixe (RICQUE-MARIE et al, 1998) e
em bagre (Clarias batrachus) (RANI et al, 2011). Contudo o método de Bradford
apresenta algumas desvantagens, tais como a variacdo da absortividade
especifica para diferentes proteinas, devido a baixa solubilidade ou baixo peso
molecular das mesmas e fornecimento de resultados nem sempre reprodutiveis
devido ao grau de pureza do corante BG-250 que varia conforme a procedéncia,
sendo recomendavel a padronizacao das condi¢cdes de reacdo para cada lote de
corante adquirido (ZAIA, ZAIA E LICHTIG, 1998).

4. Materiais e Métodos
4.1.Matéria-prima

Foram utilizados subprodutos da filetagem de tilapia nilética, obtidos do Frigorifico
Fish Facil, no municipio de Garca, SP. A carne foi retirada das carcacgas de peixes
produzidos e abatidos no local, pertencentes a um mesmo lote de producdo. Os
peixes, depurados por 24 horas, foram abatidos por choque térmico (com uso de
agua e gelo, na proporcao de 1:1), eviscerados e descabecados para retirada dos
filés. ApoOs filetadas, as carcacas dos peixes passaram por uma maquina
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despolpadora, para retirada do musculo aderido aos 0ssos, obtendo-se um
produto denominado carne mecanicamente separada (CMS). A CMS foi
estabilizada (recebendo adicdo de polifosfato de sodio), embalada, congelada em
camara de congelamento a - 25°C, e posteriormente mantida em freezer a — 18°C.

As amostras foram transportadas de Garca até Botucatu (aproximadamente 200
km) em caixas térmicas, permanecendo congeladas. Ao chegar ao laboratorio,

foram mantidas congeladas (-18°C).

4.1.1. Processamento do surimi

O surimi foi obtido por processamento manual. Foram utilizados 47 kg de CMS
separados em embalagens de aproximadamente 1 kg. As amostras congeladas
foram mantidas sob refrigeragdo a 5°C durante 24 horas, antes de serem
manuseadas. Depois de descongeladas, foram submetidas a dois ciclos de
lavagens sucessivas com agua destilada fria, sendo o volume de agua utilizado
guatro vezes 0 peso da amostra. A temperatura da agua durante a lavagem foi

mantida em torno dos 5°C, com o uso de gelo moido.

Apés cada lavagem, cuja duragdo foi em média um minuto, a CMS foi prensada
manualmente em tecido de algoddo. Ao final do processamento, foram
adicionados crioprotetores: 2% de cloreto de sédio e 1% de sacarose. As
amostras de surimi foram mantidas congeladas para posterior andlises e

elaboracdo dos hamburgueres.

4.1.2 Formulacdo do hambdrguer

Para a elaboragcdo dos hamburgueres foram utilizados 20 kg de surimi, 0os quais
foram divididos em duas partes: hamburguer com amido (HA) e hamburguer sem
amido (HSA).

O hamburguer sem amido foi formulado com as seguintes concentracdes: surimi
(96%); alho desidratado e cebola desidratada (2%) e sal (2%) engquanto que o
hamburguer com amido apresentou a seguinte formulacdo: Surimi (86%); amido
de mandioca (10%); sal (2%); cebola e alho desidratados (2%). Depois de

homogeneizadas as misturas foram enformadas em tubos PVC (revestidos com
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bolsa de polietileno) e congelados a — 18° C por 24 horas, sendo fatiadas com
serra fita. Os hamburgueres foram embalados individualmente e congelados crus

para as analises.

4.1.3 Agua de lavagem

As aguas de lavagem das duas etapas forma coletadas em sacos plasticos e
congeladas a -18° C até a utilizagdo. As amostras do primeiro ciclo de lavagem
foram levadas congeladas para o Laboratério de Enzimologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Unesp — Araraquara para os testes enzimaticos. O
residuo aquoso foi centrifugado em Centrifuga analitica (Fanem Excelsa Baby I
Modelo 206-R), por 3 minutos com rotacdo de 2665rpm, e filtradas em funil de

Buchner equipado com filtro de papel.

4.2. Balanco de massa e de proteinas
4.2.1 Balan¢co de massa

O balanco de massa baseia-se no principio de conservacao de massa e para seu

célculo foram utilizadas as equacoes:

Peso total CMS= 3¢s (N=48)

Peso total surim= Zgimi (N=48)

Peso total de agua= 375,2 Kg (Medida em litros, como a densidade da agua
1Kgl/litro 1litro=1 Kg)

Peso total de agua de lavagem= peso total da agua+ (Zcms - Zsurimi)

4.2.2. Balanco de massa de proteinas

Peso total Proteinacus=( Zcms *% proteina)/100

Peso total Proteinasyrimi= (Zsurimi *% proteina)/100

Peso total de proteina na dgua= 0

21



Peso total de proteina na agua de lavagem= (375,2*0,5)/100, sendo 0,5 g/100g o
valor estimado de proteina na agua de lavagem, com base no teor de umidade da

agua de lavagem.

4.3 Analises quimicas
4.3.1. Composicao quimica

A composicao quimica do surimi, HSA e HA foi determinada a partir da anélise de

dez amostras de cada tratamento.

A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105°C por 24 horas (AOAC,
2005); e os lipideos por extracdo com cloroférmio metanol, segundo método de
Folch et al (1957).

A proteina bruta foi determinada pela analise de Kjeldahl (AOAC, 2005) -

utilizando-se com fator de converséo de nitrogénio o valor de 6,25.

Para determinar o teor de proteinas no residuo aquoso centrifugado e filtrado foi
utilizado o método de Lowry et al (1951). A absortividade estimada do albumina

bovina sérica foi de 3,42 (mol.mL-1).

A andlise de cinzas foi realizada por incineracdo em mufla, em 550 + 10°C
(AOAC, 2005), pelo periodo aproximado de 4 horas, até a calcinacdo completa

das amostras, isto &, cinzas brancas.

4.3.2. Analise de aminoacidos

A andlise de aminoéacidos totais foi realizada segundo os métodos de White, Hart
e Fry (1986) e Hagen, Frost e Augustin (1989). O aminoéacido triptofano foi
determinado de acordo com Spies (1967). A soma de todos os aminoacidos
forneceu também o valor de proteinas. Estas analises foram realizadas nos

hamburgueres e surimi.
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4.3.3. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico

A oxidagéo lipidica foi avaliada pela formacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico (SRATB) de acordo com o método proposto por Vyncke (1970).

4.3.4. Atividade de agua

A atividade de agua foi medida por analisador de atividade de agua, Aqualab 3T,

da Decagon Devices (USA).

4.3.5. Analises morfolégicas

As amostras de surimi, HSA e HA foram grelhadas a 100°C por 4 minutos. A
andlise morfolégica, em microscopia eletrébnica de varredura, foi realizada no
Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu.
Para a analise as amostras foram fixadas em glutaraldeido tamponado em 2,5% e
pos-fixadas em tetréxido de 6smio 0,5% por 30 minutos, desidratadas em etanol e
secas em ponto critico com CO,. As amostras foram metalizadas com ions de

ouro e elétron-micrografadas no aparelho Quanta 200 - FEI COMPANY.

4.4. Producéo de hidrolisado protéico com agua de lavagem

Para a producdo dos hidrolisados da &gua de lavagem foram testadas trés
condi¢cdes. Na 12 condicao testada utilizou-se 10 mL de agua de lavagem e 10 pL
de enzima Alcalase, a 22 condicdo utilizou 10 mL de &gua de lavagem
centrifugada e filtrada e 10 pyL de enzima Alcalase e a 32 condi¢ao testada utilizou
10 mL de agua de lavagem centrifugada e filtrada com pH modificado para 8,5 e
10 pL de enzima Alcalase. Os erlenmeyers com os testes de hidrolisado foram
levado ao banho-maria, a 50°C, por 120min. Ao término da cinética foram

retiradas amostras para a eletroforese SDS-PAGE.
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4.4.1. Analise de peptideos e aminoacidos do hidrolisado

O método de McDonald e Chen (1965) foi utilizado para estimar o produto de
reacao liberado pelas enzimas. As aliquotas tomadas de tempos 0, 30, 60 e 120
minutos de reagao foram analisados. As leituras de absorbancia foram feitas em A
700 nm. A curva de calibragdo foi realizada utilizando aminoacido tirosina da

Riedel-de-Haén como padrédo. A absortividade estimada foi de 0,48 (mol.mL-1).

4.4.2. Eletroforese em gel de acrilamida SDS-PAGE

A determinacdo dos perfis eletroforéticos do residuo centrifugado e filtrado, do
hidrolisado do residuo centrifugado e filtrado e do hidrolisado do extrato
centrifugado, filtrado com pH 8,5 foram realizados em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE (LAEMMI, 1970). Aliquotas de 200 uL foram retiradas do ensaio
enzimatico, apos 120min de reacdo, e da amostra ndo hidrolisada. As trés
amostras foram diluidas em tampé&o redutor (Tris-glicina 0,5M, pH 6,8, SDS 10%,
B-Mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%) e aquecidas durante um minuto
a 100°C. As eletroforeses SDS-poliacrilamida (12% e 7% w/v) foram realizadas
com base no método Laemmli (1970). Amostras de 5 e 10 yL da solug¢do do
residuo centrifugado e filtrado e 20uL de cada hidrolisado foram aplicadas nos
géis e o tempo de corrida foi de 2 horas a 40 mA. Para o padrao de massa molar
(Amershan Biociéncias GE) foram adicionados 10 uyL. ApGs a corrida, 0s géis
foram mantidos em solucdo de Coomassie R-250 0,2%, durante 3 horas, e
descorados em solucdo de metanol 30% e acido acético 10%. Apds ser
descorado, o gel de 12% de poliacrilamida foi corado com nitrato de prata de

acordo com método proposto por Oakley et al (1980).

O peso molecular das bandas foi determinado por comparacdo com peso
molecular entre 14,4 kDa (a-lactoalbumina) e 97 kDa (fosforilase b).
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5. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico Graph Pad Prism
5.0. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e resultados em
gue foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05), as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey — Kramer, ao nivel de 5% de

probabilidade.

6. Resultados
6.1. Balan¢co de Massa

Para o processo de fabricacdo do surimi utilizou-se 46,92 kg de CMS de tilapia e
apos os dois ciclos de lavagem, obteve-se 38,89 kg de surimi (Figura 1). Nota-se
gue o numero de lavagens e o tempo de contato entre a CMS e a agua foram
eficientes, pois ndo houve aumento de peso da CMS com excessiva hidratacao
da CMS, o que acarreta maior dificuldade na remocédo de agua (PARK E LIN,
2005). O rendimento ap6s o processo de lavagem pode ser influenciado pela
eficiéncia da retirada da agua, numero de lavagens e tipo de equipamento
utilizado (KIRSCHNIK & MACEDO-VIEGAS, 2009). No presente trabalho o

rendimento do processo foi de 82,88%.

Peso total CMS: 46,92 kg Peso total agua: 375,2 kg

| |

Ciclos de lavagem

| |

Peso total surimi: 38,89 kg Peso total de 4gua de lavagem: 383,23 kg

Figura 1- Balanco de massa para obtenc&o de surimi

Por outro lado observa-se a geracdo de uma grande quantidade de residuo

liquido (383,23 litros), e como na formulag&o de surimi um dos objetivos é eliminar
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as proteinas hidrossoluveis foi realizado o balanco de proteinas afim de verificar a

possibilidade do uso sustentavel deste residuo.

6.2. Balan¢o de proteinas

Para a producdo dos 38,89kg de surimi as perdas proteicas foram de 40,86%
(Figura 2). Estas perdas decorrem de uma maior eficiéncia na extracdo das
proteinas sarcoplasmaticas, pois durante as sucessivas lavagens da CMS,
aumenta-se a proporcdo das proteinas miofibrilares, principais responsaveis pela
formacéao do gel (LEE et al, 1997).

O residuo liquido possui 25% das proteinas da CMS, o que viabiliza a utilizacéo

deste residuo para producéo de hidrolisados proteicos.

Peso total Proteinacys: 7,449 Peso total de proteina na agua: 0

! !

Ciclos de lavagem

| |

Peso total Proteinasyimi: 4,49 Peso total de proteinasgua de lavagem: 1,879

Figura 2- Balanco proteico para obtencéo do surimi

6.3. Analises quimicas do surimi e dos produtos formulados

A adicdo de amido influenciou na composi¢ao quimica dos hamburgueres, sendo
gue adicao de ingredientes na formulacdo modificou o surimi, matéria-prima
inicial. (Figura 3). O teor de umidade do surimi, HSA, HA foram estatisticamente
diferentes (p<0,05). Durante a elaboracdo do surimi, a umidade da CMS
aumentou de 82% a 85% para 90% a 92% apds os dois ciclos de lavagem. E

essencial que seja realizada a retirada do excesso de agua antes da mistura com
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0s crioprotetores, pois a umidade desejada antes da mistura € de 80 a 82% PARK
E LIN, 2007). Na classificacdo da qualidade do surimi, o teor de umidade final é
um fator importante, e os percentuais recomendados variam de 72 a 77% (PARK
E LIN, 2005). Os resultados de umidade (76,4%) indicam que 0 processo de
retirada manual da agua de lavagem foi eficiente para manter a qualidade do

surimi.

MédiastDP seguidas de letras diferentes demonstram diferenca significativa entre os tratamentos
(P<0,05). (n=10)

Figura 3 — Teores de umidade (%), proteina (%), lipideos (%) e cinzas (%) para

surimi, hamburguer de surimi de tilapia sem amido (HSA) e hamburguer de surimi

de tilapia com amido (HA).

O menor teor de umidade no HA pode se explicado pela adicdo da fécula de
mandioca. A adicdo de amido ao surimi causa o inchaco nos granulos de amido
incorporados no gel de proteinas, a matriz proteica é comprimida, levando a

diminuigdo da umidade e tornando o gel mais firme (KIM E LEE, 1987).

O teor de proteinas contido no surimi e no HSA ¢é significativamente diferente do

HA (Figura 3). A diferenca entre os resultados pode ser explicada pela presenca

27



de 10% de amido de mandioca no HA, o que diminuiu o teor protéico do mesmo.
Em estudos realizados com surimi de tilapia os teores de proteina variaram de
11,9% a 14,81% (VAZ, 2005; FOGACA, 2009).

O teor de lipideos do surimi foi elevado (9,08+0,44%). Este resultado se deve a
matéria-prima utilizada, pois a CMS pode ter grande variacdo na concentracao de
lipideos em funcdo em funcdo da matéria-prima utilizada. Segundo Fogaca
(2009), a grande quantidade de gordura encontrada na regido ventral do filé de
tilapia, chamada de “apara da filetagem”, pode elevar a quantidade de lipideo
presente na matéria-prima. , Por outro lado a CMS utilizada como matéria prima
pode conter maior quantidade de musculo vermelho, que acumula maior
guantidade de lipideos (FIGUEIREDO, 2009). Os hamburgueres também
apresentaram diferencas significativas entre si (p<0,05). A presenca do amido de
mandioca aumentou o teor de carboidratos na formulacdo e por consequéncia

reduziu o de lipideos.

Os resultados de cinzas para o surimi, HSA e HA foram estatisticamente
diferentes (Figura 3). Estes valores podem ser explicados pela prépria formulacéo
do surimi e dos hamburgueres. O menor valor foi obtido para o surimi (2,55%),
onde houve apenas a adi¢cao de cloreto de sddio (2%) e sacarose (1%), seguido
do HSA, com 3,63% de cinzas. Neste hamburguer foi adicionado além do surimi,
outros 2% de cloreto de soédio e condimentos. O HA apresentou maior teor de
cinzas (4,03%), neste hambuarguer além dos componentes do HA foram
adicionados 10% de amido de mandioca. Assim, durante o0 processo de
incineracdo, houve o aumento do teor de minerais pela calcinacdo dos produtos

adicionados e do amido.

6.3.1. Perfil aminoacidico do surimi e dos hamburgueres

Os resultados dos aminoacidos totais do surimi, do HSA e do HA (Tabela 1) foram
estatisticamente iguais (p>0,05), porém para o hamburguer com amido foi
encontrado menor valor de aminoacidos, resultado que concorda com a analise

de proteinas (Figura 3).
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Tabela 1 — Perfil de aminoacidos do surimi de CMS de tilapia, do

hamburguer sem amido (HSA) e hamburguer com amido (HA) (g/100g).

Determinacéo de Surimi® HSA? HA3
aminoacidos totais

Histidina 0,22+0,03? 0,23+0,00*°  0,21+0,00%
Isoleucina 0,53+0,00% 0,50+0,03%  0,44+0,01°

Leucina 0,82+0,03? 0,7740,01*  0,7+0,02°
Fenilalanina 0,43+0,00? 0,41+0,02°  0,38+0,01°
Lisina 0,91+0,00? 0,88+0,06°  0,79+0,03"
Triptofano 0,23+0,00° 0,27+0,02°  0,22+0,01?
Valina 0,59+0,012 0,55+0,03*  0,50+0,00°
Metionina 0,29+0,08? 0,33+0,00*  0,33+0,02%
Treonina 0,560,122 0,58+0,10*°  0,54+0,08%
Alanina 0,730,012 0,66+0,07*  0,64+0,02%
Prolina 0,52+0,022 0,49+0,05*  0,47+0,04%
Tirosina 0,42+0,00? 0,41+0,05*  0,37+0,03%
Cistina 0,350,042 0,29+0,04*  0,25+0,04%
Acido aspartico 1,18+0,09% 0,99+0,28%  0,96+0,07°
Acido glutamico 2,15+0,04% 1,90+0,41*  1,96+0,12°
Serina 0,47+0,03? 0,47+0,06*  0,45+0,03%
Glicina 0,730,032 0,67+0,07*  0,65+0,06%

AAE/AANE 0,62 0,67 0,62

AAT 12,03+0,21*  11,34+1,35* 10,72+0,60?

L Surimi n=3; © HSA n=3; ° HA n=3; letras minGsculas diferentes na mesma linha demonstram

diferenca significativa entre as amostras (p<0,05).

Verifica-se que HA diferiu significativamente das duas outras amostras para

alguns aminoacidos essenciais (valina, isoleucina, leucina, lisina e fenilalanina), o

gue pode ser atribuido a formulacdo do hamburguer. Para o HA houve a adicéo

de 10% do amido de mandioca que contribui com a diminuicdo do teor de

aminoéacidos.

A somatéria dos aminoacidos totais nos produtos surimi, HSA e HA foram

proximos aos valores obtidos na andlise de proteinas pelo método de Kjeldahl,
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sugerindo que o fator de conversao utilizado (6,25) ndo subestimou o valor real de

proteinas.

O valor nutritivo de um alimento ou de uma dieta deve ser analisado sob os
aspectos quantitativo e qualitativo, e para satisfazer as necessidades do ser
humano é necessario que 0s nutrientes estejam em quantidades adequadas
(SGARBIERI, 1987). Na tabela 4 estdo apresentados os valores do escore
guimico do surimi, HSA e HA comparados ao padrdo FAO para criancas de 2 a 5
anos. Os resultados obtidos mostraram que os perfis aminoacidicos foram
inferiores ao recomendado pela FAO. No entanto, nenhum aminoacido essencial
esta ausente no surimi, HSA e HA comprovando a boa qualidade nutricional dos

produtos avaliados.

6.3.2. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Os valores de SRATB (Figura 4) sao utilizados como indicadores do grau de
oxidacao lipidica, sendo quantificados em miligramas de malonaldeido (MDA),
gue é a principal substancia formada durante a oxidacéo e que reage com o0 acido
tiobarbitdrico. A taxa de oxidacéo lipidica € um fator importante para ser analisado
em pescado e seus subprodutos, pois em surimi ha maior exposicdo do tecido
muscular ao oxigénio permitindo maior oxidacdo e cujos produtos sé&o

responsaveis pela diminuicdo da qualidade (JIN et al, 2007;TOKUR et al, 2004).

Figura 4— Taxa de oxidac&o lipidica do surimi, hamburguer sem amido (HSA) e
hamburguer com amido (HA), expressa em SRATB (ug MDA/g).(n=6)
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A fabricacao de surimi permite a remocéao da maior parte dos produtos primarios e
secundarios (pigmentos, sangue, lipidios e compostos heme) da oxidacao lipidica
(EYMARD et al., 2005) justificando o menor valor obtido pelo surimi para a taxa
de oxidacdo lipidica, 2,37ug MDA/g. A figura 4 mostra que ndo houve diferencas
estatisticas entre a amostra de HA (6,97ug MDA/gQ) e de HSA (7,14ug MDA/Q).
Estes resultados foram superiores ao encontrado no surimi, possivelmente devido
a elaboracdo dos hamburgueres, pois a matéria-prima passou por congelamento
e posterior descongelamento, seguido da adicdo de outros ingredientes
(condimentos, cloreto de sodio e fécula de mandioca). O alto conteudo de lipideos
tem implicacdes durante estocagem, processamento estabilidade e na qualidade
nutricional do produto (HULTIN et al, 2005). Santos et al (2007) observaram a
necessidade de adotar medidas que permitam reduzir a oxidacdo durante as
fases de processamento e armazenamento dos produtos para proporcionar aos

consumidores produtos de alta qualidade.

6.3.3. Atividade de Agua

A atividade de agua (Aw) no surimi manteve-se elevada (0,991), apresentando
valores proximos aos do surimi de carapau (0,989), de merluza (0,987)
(ALVAREZ-PARRILLA, PUIG E LLUCH, 1997) e de tilapia (0,985-0,989)
(FOGACA, 2009).

A adicdo de sais, de acucar e de outras substancias provoca a reducéao do valor
de Aw de um alimento. Agua ligada a macromoléculas por forcas fisicas n&o esta
livre para agir como solvente ou para participar de reacdes quimicas (FRANCO,
2003). Observa-se, na Figura 5, o efeito do sal na diminuicdo da atividade de
agua dos hamburgueres, e estes resultados estéo relacionados com a diminuicéo
de &gua livre pela adicao de cloreto de sodio, durante o preparo, e pela formacao
de uma rede entre as proteinas miofibrilares por pontes de hidrogénio (ALVAREZ-
PARILLA PUIG E LLUCH, 1997).

Cabe ressaltar que os valores de atividade de agua sao elevados, sendo estes
produtos suscetiveis a deterioracdo decorrente da atividade metabdlica de
microrganismos que necessitam de um limite minimo da atividade de agua,
variando de 0,8 a 0,9. (MARENGONI et al, 2009).
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Figura 5 — Valores de atividade de agua (Aw) para surimi, hamburguer de surimi
de tilapia sem amido (HSA) e hamburguer de surimi de tilapia com amido (HA)
(n=10)

6.4. Microestruturas do surimi e dos hamburgueres

As eletromicrografias obtidas pela microscopia eletronica de varredura (MEV)
correspondem as formulagbes: 1) surimi (Figura 6); 2) HSA (Figura 7); 3) HA
(Figura 8).

As formulagdes apresentaram diferengas estruturais entre si e de modo geral a
textura do produto com amido apresenta uma rede de malhas irregulares
enquanto que o gel do surimi e do hamburguer sem amido apresentaram-se mais
compactos e densos, e com uma rede interligada de fios de proteinas. O gel
possui fios interligados formando uma rede tridimensional de proteinas
(RAWDKUEN E BENJAKUL, 2008). Essa camada de fibras mais homogéneas,
apesar de ser caracteristica de gel induzido termicamente (AGUILERA E
STANLEY, 1999), ndo proporciona estabilidade ao produto (FOGACA, 2009)
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Figura 6— Surimi de tilapia. Imagem 6A - Regides com orificios de ar entre a estrutura do surimi
(A). 6B — Detalhe dos globulos de gordura aprisionados na matriz proteica (B) e fibra proteica
envolta em glébulos de gordura (C). 6C — Matriz proteica do surimi (D). 6D — Detalhe do residuo

de tecido conjuntivo remanescente (E).

O gel de surimi apresentou uma estrutura densa e marcada pela presenca de
orificios (Imagem 6A - detalhe A) em sua matriz protéica, o que segundo Couso et
al (1998) é caracteristica de produtos com maior teor de umidade. Nota-se que na
imagem 6B (detalhe B) ha muitas goticulas de gordura, confirmando os resultados
verificados anteriormente nas analises quimicas (Figura 3), 0 que sugere que a
CMS utilizada como matéria prima continha maior quantidade de musculo
vermelho. Nas imagens 6B e 6D verifica-se a presenca de fibra protéica (C) e de
tecido conjuntivo (E) indicando que os dois ciclos de lavagem nao

descaracterizaram o produto, mantendo seu valor nutricional.
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A imagem 6C (detalhe em D) do surimi assemelha-se ao resultado obtido por
Phu, Morioka e Itoh (2010) ao descreverem a estrutura do surimi de corvina
(croaker) como um gel fino e menos regular. A formacao dessa rede de proteinas
miofibrilares é responsavel pela maior capacidade de retencdo de agua e pelas
propriedades funcionais do surimi (HERNANDO et al, 2010).

As imagens 7A e 7B (Figura 7) mostram a presenca de um residuo de tecido
conjuntivo (detalhe E) bem com as por¢des do produto com orificios de ar
(detalhe F). Estes orificios foram também reportados por Hossain, Morioka e
Shikhal (2011) em surimi de polaca (Theragra chalcogramma), e estes autores
sugeriram que o0 aquecimento a 70-80°C pode provocar o rompimento da fina

rede de proteinas, devido ao excesso de interacdes proteina-proteina.

A textura pode ser afetada pela maior retencéo de agua durante o processamento
e a dilatacdo do ar ocluido durante o processo de cocg¢do (FOGACA, 2009;
TABILO-MUNIZAGA E BARBOSA-CANOVAS, 2005). Este fato pode ser
observado na Figura 7, onde a superficie apresenta uma estrutura reticular
protéica, podendo-se distinguir regides de alta (Imagem 7C - G) e baixa (Imagem
7C - H) densidade protéica. Outro fator que pode afetar a textura do produto é a
presenca de lipideos, jA que estes apresentam glébulos maiores e poder
extravasar a matriz proteica. Na imagem 7D € possivel verificar a presenca das
fibras protéicas (I), o que indica que a lavagem realizada para a obtencdo do
surimi nao foi suficiente para descaracterizar totalmente a estrutura do muasculo, e
gue mesmo apos tratamento térmico para indugédo da formacgéo do gel de surimi,
ndo houve desnaturacdo de toda proteina miofibrilar do surimi. Estes resultados

estdo de acordo com os encontrados por Fogaca (2009).

O gel com amido foi semelhante ao encontrado por Rawdkwen e Benjakul (2008)
ao adicionar concentrado de soro de leite em surimi de peixe lagarto (Synodus
synodus). A microestrutura do gel peixe lagarto consistiu em um grande namero
de poros e géis formados por uma associacdo ordenada de moléculas de
proteina, estes poros também séo verificados na Figura 6 (imagem 8A - J). As
ligacdes cruzadas reforcam as pontes de hidrogénio nos granulos de amido.
Estas ligacbes cruzadas entre o amido e as proteinas resiste a alta temperatura,
baixo pH e alto cisalhamento e melhora a propriedades de viscosidade e textura
do amido (NABESHIMA E GROSSMAN, 2001).
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Figura 7 — Hamburguer de surimi de tilapia sem amido. Imagem 7A - Regido com presenca de
tecido conjuntivo (E). 7B — Regido mais densa e opaca, com orificios de ar (F); 7C — Detalhe da
regido com alta densidade proteica (G) e baixa densidade (H); 7D — Detalhe das fibras de proteina

().

As imagens 8B e 8C (Figura 8) demonstram a presenca da fibra de proteina, além
de regides em que o ar ficou ocluido durante a coccdo. Em estudos de emulsao
processada com musculo de tilapia, Moreira et al (2006) encontraram superficie
com orificios de ar e por¢cdes de musculo, com distribuicdo irregular, contendo
geralmente, duas a trés fibras musculares, conservando o padrdao de musculo

esquelético - o mesmo perfil verificado nas imagens 8B e 8C (Figura 8).
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Figura 8— Hamburguer de surimi de tilapia com amido. Imagem 8A - Regido com orificio de ar

entre a estrutura do hamburguer (J). 8B — Granulo amorfo de amido (K). 8C — Detalhe da fibra
protéica rompida (L). 8D — Detalhe das fibras de proteina (M) e dos glébulos de gordura
aprisionados pela estrutura do amido (N).

A morfologia do HA foi favorecida pela presenca dos glébulos de gordura e rede

de amidos envolvidos pela matriz protéica.

6.5. Hidrolisado proteico

As proteinas sarcoplasmaticas podem ser recuperadas dos subprodutos de tilapia
pela elaboracdo de hidrolisados proteicos. A utilizagdo de proteinas
sarcoplasmaticas permite usar eficientemente a matéria-prima e reduzir o fluxo de
residuos (YONGSAWATDIGUL E PIYADHAMMAVIBOON, 2007).
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A recuperacdo destas proteinas pode ser feito com a hidrélise das proteinas da
agua de lavagem. Inicialmente foi realizado a analise proteica no residuo aquoso

pelo método de Lowry et al (1951), o qual foi de 9,8 g/L.

A hidrélise enzimatica foi realizada sob as mesmas condi¢bes para o residuo
aquoso, residuo aquoso centrifugado e filtrado e residuo aquoso centrifugado,
filtrado e com pH modificado para 8,5. Ao término da cinética, verificou-se a
concentragdo de aminoéacidos formados. Conforme demonstrado na Tabela 2 as
unidades totais de aminoacidos ndo aumentaram em todas as condicfes testadas
guando comparados aos resultados obtidos para os tempos de 0 a 120 minutos
de reacdo. Sob as condicdes 1 e 2 o produto de hidrélise teve um aumento de
aproximadamente 2,8 e 27 vezes, respectivamente e 3,4 vezes quando submetido

a condicdo 3, comparando-se o0s valores entre o tempo inicial e final da cinética.

Tabela 2. Producédo de aminoéacidos resultantes da cinética da hidrolise do

residuo aquoso por Alcalase.

Ensaios Tempo Tempo Tempo Tempo

0 min 30 min 60 min 120 min

Condicao 1 0,042 mg/mL 0,104 mg/mL 0,079 mg/mL 0,121 mg/mL

Condicao 2 0,004 mg/mL 0,096 mg/mL 0,096 mg/mL 0,108 mg/mL

Condicao 3 0,017 mg/mL 0,117 mg/mL 0,088 mg/mL 0,058 mg/mL

Condicédo 1: reacao feita a 50° C com residuo aquoso e alcalase; Condicdo 2: reacdo
feita a 50°C com residuo aquoso centrifugado e filtrado com alcalase; Condig&o 3: reacéo

feita a 50°C com residuo aquoso centrifugado e filtrado com alcalase e pH: 8,5.

Estes valores demonstram que ha variacdo na taxa de hidrolise das proteinas do
residuo aquoso durante o experimento. A melhor eficiéncia catalitica foi alcancada
guando as reagOes foram realizadas a 50°C na condicédo 2. No entanto, nota-se
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gue houve diminui¢cdo dos produtos formados e ndo houve aumento exponencial
na formacdo de aminoacidos durante o ensaio, sugerindo que houve uma

hidrélise parcial.

Apoés a cinética enzimética foi realizada a eletroforese SDS-PAGE do residuo
aguoso. A analise das bandas eletroforéticas permitiu verificar que houve hidrolise
das proteinas sarcoplasmaticas, um dos objetivos do presente trabalho, porém,

de forma parcial.

O perfil eletroforético do residuo aquosos revelou multiplas bandas com diferentes
pesos moleculares. A intensidade e a concentracédo das bandas variaram entre o
residuo aquoso com e sem hidrolise, houve diferencas também entre os métodos
aplicados: eletroforese com coloracédo em prata (Figura 9) e com coloracdo com
Coomassie Blue (Figura 10). A eletroforese com coloracdo em prata (Figura 9)
revelou algumas bandas de proteinas que ndo desapareceram completamente.
Assim, pode-se dizer que a hidrélise ndo foi completa, sob estas condicdes,
corroborando com os resultados obtidos com a analise de aminoacidos do

hidrolisado.

Figura 9 — Eletroforese em gel de poliacrilaminda (7%). P= padrdo; A= residuo
aquoso (5uL) — condicdo 1; B= residuo aquoso (10 uL) - condicdo 1; C=
hidrolisado de residuos aquoso — condi¢do 2; D= hidrolisado de residuo aquoso —
condicao 3 (pH: 8,5)
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Figura 10 — Eletroforese em gel de poliacrilaminda (12%). P= padrdo; E=
residuo aquoso (5uL) — condicdo 1; F= residuo aquoso (10 uL) — condicdo
2; G= hidrolisado de residuos aquoso — condicdo 3; H= hidrolisado de

residuo aquoso (pH: 8,5) — condicéo 4.

O gel realizado com 12% de poliacrilamida, por apresentar 0s Seus poros
maiores, permitiu que as proteinas das colunas A, B e C (Figura 9) de maior peso
molecular entrassem no gel e pudessem ser separadas em suas bandas. A banda
proxima a 30 KDa (linha C e G — Figuras 9 e 10, respectivamente) sugere ser a
cadeia leve da miosina (MOOSAVI-NASAB et al, 2005). Quando os métodos de
coloracéo foram comparados, pdde-se verificar que algumas bandas ficaram bem
mais evidentes na Figura 9, como € o caso do grupo de proteina entre 30 a 45
kDa da amostra de hidrolisado de residuo aquoso (linha C). Esta diferenca entre
0s metodos de coloracao era esperada devido a maior sensibilidade da coloracéo
com nitrato de prata que € capaz de detectar de 0.1 a 1.0 ng de proteina,
enquanto a sensibilidade do Coomassie Brilliant Blue € de 100 ng de proteinas
(PATTON, 2002).

Os dois géis apresentaram para os hidrolisados, com e sem modificacdo de pH,
bandas protéicas abaixo de 14,4 kDa — ultima banda do padrdo de proteinas;
sugerindo uma hidrolise parcial, pois restaram bandas de maior peso molecular,

principalmente para o hidrolisado sem alteracdo de pH. As eletroforeses mostram
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gue se formaram dipeptideos e poucos aminoacidos no final das linhas C e D
(Figura 9) e G e H (Figura 10).

Estes resultados demonstram que as proteinas do residuo da agua de lavagem
obtido do processamento de surimi quando hidrolisadas, podem ser utilizadas
para alimentacdo. Estudos suplementares como, por exemplo, a coacervacédo dos
produtos de hidrélise com carboximetilcelulose permitiriam o uso industrial destes

hidrolisados.

7. Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que foi possivel elaborar produto
reestruturado (hambudrguer), com teor de umidade desejavel utilizando
processamento manual para a obtencdo do mesmo. A composicdo centesimal
obtida para os hamburgueres esta dentro dos valores determinados para outras
espécies, podendo ser considerado produto de boa qualidade nutricional.

As micrografias dos hamburgueres apresentaram orificios de ar caracteristicos de
produtos reestruturados, e algumas fibras musculares isoladas. O estudo
comprovou que a lavagem e a adicdo de amido de mandioca ao musculo da
tilapia transformam a proteina original em um tecido flexivel e modelavel,
proporcionando a utilizacdo do surimi na elaboracdo de diversos tipos de
produtos.

O residuo do processamento (agua de lavagem do surimi) possui proteinas que
ao serem hidrolisadas podem ser utilizadas na alimentacdo. Estudos futuros séo

necessarios para a utilizacao dos hidrolisados para o uso industrial.
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