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PRODUCAO E AVALIACAO QUIMICA E MICROBIOLOGICA DE

HIDROLISADO DE PESCADO COMO ENRIQUECIMENTO ALIMENTAR

Maximiano Pinheiro Dantas Neto

1- INTRODUGCAO

Dados sobre o aproveitamento da producdo pesqueira
apontam gque somente 40% de pescado sdo utilizados no
consumo humano, parte transformada em ragcdo e outra
desperdicada. Nos paises pobres o desperdicio de pescado é
bastante acentuado uma vez gque o0s seus subprodutos e
espécies de baixo valor comercial sao minimamente
aproveitados (Vieira, 1993).

O cacdo Ginglymostoma cirratum ¢ abundante em nosso
litoral, e embora ndo haja dados estatisticos sobre sua
captura, estd sempre presente nas redes dos pescadores. Um
outro exemplo de desperdicio da indGstria pesqueira & a
pesca do camardo, onde um potencial wvariado de peixes que
poderia ser utilizado para a obtencdo de hidrolisados
protéicos é desperdicado como fauna acompanhante, soma-se a
estes dados o fato de aproximadamente 4000 toneladas de
cefalotdérax de lagosta serem desperdicadas por ano,
originando um total de 806 toneladas de tecido muscular com

alto teor de proteina descartada anualmente (Vieira et
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alli, 1995 a,b). O cacdo sendo um peixe de baixo valor
comercial e com alto teor de proteina muscular, pode ser
uma boa fonte para a producdo de um hidrolisado
liofilizado de 6tima qualidade.

A obtencdo de proteina de boa qualidade a partir de
fontes industriais de baixo custo tem-se constituido em
grande interesse para os pesquisadores de ciéncias de
alimentos.

A caréncia de proteinas de boa qualidade ¢é uma
caracteristica da classe pobre nordestina e uma das
principais causas de desnutrigdo nesta regido. A proteiné
de boa qualidade, por ser o componente alimentar mais caro,
¢ o0 que menos & consumido pelas criancgas pobres, cuja base
alimentar é o mingau de farinha. Isto resulta numa séria
deficiéncia protéica, gque se ndo corrigida, deixara
seqguelas para o resto da vida.

A Organizacdo das DNacgles Unidas (ONU) , em seu
relatdério sobre as condigdes nutricionais das criancas de
173 paises, .incluindo o Brasil, concluiu gque hé& nesses
paises 192 milhdes de criancas mal nutridas (Revista
Velja, 1994).

Dados da “Pesquisa Nacional de Saude e Nutrigdo”
(Instituto Nacional de Alimentacdo e Nutrigcdo - INAN,
Instituto de Pesquisa Econbmica e Aplicada - IPEA e

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE,
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Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE,
1989), mostram que a desnutricdo atinge uma em cada cinco

criancas menores de cinco anos e informacdes contidas no
“Documento de Politica n° 14, O Mapa da Fome”, a sua

maioria estéd no Nordeste.

Pesquisas do IPEA, divulgadas pelo Conselho Nacional
de Seguranca Alimentar (CONSEA - 1993), indicam gque no
Ceard 751 mil familias estdo em condicdes de miséria,
correspondendo a aproximadamente 3 milhdes de pessoas
convivendo com a fome. Estudos realizados pela Secretaria
do Trabalho e Acgdo Social (1991) do Governo do Ceard em
criancas matriculadas em escolas publicas e na faixa entre
6 e 9 anos, demonstraram que 18% apresentavam crescimento
retardado e sinais clinicos de desnutricéo.

Das caréncias alimentares, & certamente a protéica que
se apresenta de mais dificil solucdo, tendo em vista seu
alto custo e a necessidade do organismo de ingerir grandes
quantidades de alimentos protéicos. Nesta perspectiva, é de
suma importéncia a procura de fontes protéicas de boa
qualidade e baixo custo, enquadrando-se neste aspecto as
matérias-primas sub-utilizadas mas potencialmente

aproveitaveis, como aquelas derivadas do pescado.
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'~ 2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A elaboracdo de hidrolisados protéicos destinados ao
consumo humano exige cuidados especiais, tanto nas suas
propriedades funcionais quanto na questdo higiénica.
Recomenda-se gue o hidrolisado de pescado seja obtido a
partir de misculo do pescado assepticamente isolado e em
bom estado de conservacdo. Entretanto Spinelli & Koury
(1970) acham wviédvel o uso de subprodutos e restos de
pescados oriundos do Dbeneficiamento de peixes a nivel
industrial como matéria-prima para a producédo de
hidrolisado, desde dque seja observado um rigido controle
higiénico e avaliac&o da qualidade da mesma.

Dentre as varias fontes de subprodutos de origem
animal que tém sido convertidos em alimentos protéicos,
estdo varias espécies de peixes e crustéceos (Haard et al.,
1982; Martin & Patel, 1991). Vieira et al. (1995 a,b)
obtiveram hidrolisado protéico a partir do tratamentco da
carne do cefalotdrax de lagostas com enzimas proteoliticas
e observaram que o produto continha alto teor de proteina
(>78%), e todos os aminodcidos essenciais em niveis
bastante elevados.

Uma dieta deficiente de aminodcidos essenciais néo

favorece o crescimento das criancas, mas pelo contrario,



facilita a mortalidade, além de causar danos cerebrais com
consequéncias refletidas no aprendizado.

H& pouco tempo atrds, a obtencdo de concentrados
protéicos era feito com solventes e produtos quimicos em
pH’ s extremos e altas temperaturas (Loffer, 1986) .
Entretanto, os produtos usualmente eram pobres em. suas
propriedades funcionails (Green & Mattick, 1979). O método
utilizando hidrdlise enzimatica tem varias vantagens sobre
os anteriores porque as enzimas tém especificidade de
atividade e funcdo, s&o evitados pH’s e temperaturas
extremos e podem ser desativadas no final da reacéo
(Loffer, 1986).

O desenvolvimento na &rea de hidrdélise de proteinas
por via enzimética tem induzido ao uso de enzimas
proteoliticas para a solubilizacdo da proteina do peixe
(Venugopal & Lewis, 1981; Quaglia & Orban, 1987), para a
preparacdo de isolados protéicos (Rasek & Metz, 1973) e
preparacdao de peptona para meio de crescimento bacteriaho
(Gilberg et al:, 1989; Vieira et al., 1992).

O concentrado protéico de peixe (CPP) estd sendo
utilizado como suplemento alimentar em situacdes
emergenciais de salde em palses como o Canadéd, EUA, Chile e
Peru (Meinke et al., 1872). O CPP é rico em proteinas de
excelente qualidade e pode ser adicionado em dietas com

baixo valor nutritivo, tais como pédo, mingau, farinha de
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pdo, sopas, biscoitos , etc., elevando substancialmente o
seu valor nutricional (Windsor, 1969; Hale, 1973).

O CPP pode ser obtido de duas maneiras:

(1) pelc método quimico, o qual geralmente é extraido
utilizando um solvente apolar, o etil-dicloreto (EDC) ou um
solvente polar, o &lcool isopropil (EPA). E um produto
praticamente sem odor, de coloracdo clara, entretanto, tem
caracteristicas limitadas de propriedades funcionais tais
como solubilidade, dispersibilidade e emulsificacédo
(Dubrow, 1973).

(2) pelo método bioldgico, cujas enzimas proteoliticas
utilizadas agem como catalizadores na quebra de ligagdes
peptidicas. Durante este processo, oS lipidios sao
desprendidos do tecido, ©podendo serem separados por
centrifugacdo. As enzimas empregadas neste processo podem
ser as naturais do prodépio pescado (autdlise), as preparadas
comercialmente de fontes bicldgicas (vegetais, animais ou
microbioldgicas) ou retiradas de culturas vivas de
microorganismos (Hale, LYT3Y - O hidrolisado é mais
saboroso, e possuira propriedades desejdveis tais como
baixa viscosidade, aumento na dispersibilidade e alta
solubilidade (Adler—-Nissen et al., 1979).

O valor nutritivo do hidrolisado é de suma importancia
para a alimentacdo, portanto é fundamental que o produto

final contenha todos os aminodcidos essenciais, bem como em
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quantidades que satisfacam as necessidades diarias do
organismo. O peixe possuil todos os aminodcidos essenciais,
tendo basicamente a mesma composicdo gue a carne de porco e
de gado, sendo que a gordura é constituida principalmente
de fosfolipidios altamente insaturados, o que favorece a
sua digestdo (Bligh, 1981).

A hidrdlise enzimdtica das proteinas dos alimentos
geralmente resulta em variacgdes nas suas propriedades
funcionals, as gquais aumentam a incorporacdo da proteina
na formulacdo dos alimentos. Entretanto, a degradagéo
extensiva das cadeias peptidicas causam a formacdo de
peptidios amargos, produzindo um hidrolisado inaceitéavel
para o uso como suplemento alimentar ou ingredientes.
Quaglia & Orban (1987), trabalhando com sardinha (Sardina
silchardus), testaram diferentes graus de hidrdélise obtendo
produtos com variacao nas propriedades funcionais.
Encontraram uma solubilidade méxima acima de 90% gquando o
PH do hidrolisado variava entre 5,0 e 6,0, ocorrendo
entretanto, uma reducdo da mesma na faixa de pH de 2,0 a
5,0. Segundo Hevia et al. (1976), a solubilidade das
proteinas do peixe por certas enzimas gera oligopeptideos,
0sS quais causam amargor ao hidrolisado.

Ricks et al.(1978) sugeriram uma possivel relacéado
inversa entre o tamanho da cadeia peptidica e o gosto

amargo dos hidrolisados. Arai et al.(1970) afirmam que tal
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gosto poderd ser eliminado por tratamento com exopeptidase
em um grau que nao altere a composicdo dos seus aminoacidos
(Clegg & McMillan, 1974). A média do comprimento dos
peptideos soluveis em‘pH 4,5 & menor que a dos peptideos
insollveis no mesmo pH. O gosto amargo ﬁo hidrolisado néao
depende somente da composicdo dos aminoacidos do substrato,
mas também da especificacdo do agente proteolitico (Ricks
et al.y; 1978).

Os sabores amargos sdo caracteristicas comuns de
hidrolisados de proteinas produzidos enzimaticamente.. O
amargor pode ser reduzido, mas ndo eliminado, através do
controle do grau de hidrbdlise, uma vez gque o tempo de
hidrélise determinard o tamanho do peptidio (Mackie, 1982).

A hidrdélise de proteinas consiste na gquebra de
ligagdes ©peptidicas através de enzimas proteoliticas
originando como produtos moléculas menores que as iniciais,
conhecidas como peptidios. Dependendo do tempo de hidrdlise
e das enzimas utilizadas, ¢& possivel transformar todo o
contetido de ©proteina em constituintes menores ou uma
mistura de peptidios e aminoédcidos.

Uma reacdo enzimatica envolvendo uma protease e
proteinas do pescado ocorre em duas etapas. Na primeira as
moléculas de enzima ligam-se com proteinas do pescado

formando um complexo transitdédrio chamado enzima-substrato e
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na fase seguinte esse complexo d& origem aos peptidios com
regeneracgdo da enzima (Vieira, 1993). |

Logo apbds a adicdo de protease, a hidrdélise
experimenta uma fase inicial na qual grande guantidade de
ligacdes peptidicas estdo sendo quebradas por unidade de
tempo, e em seguida, essa velocidade de hidrdlise wvail
decrescendo até atingir uma fase estaciondria onde nenhuma
hidrdélise parece ocorrer. Durante a hidrdélise, quando estéo
sendo quebradas as ligagdes peptidicas, héd formacdo de
fracdo soluvel e insoluvel, podendo isto ser evidenciado
através de centrifugacdo da mistura de reacdo nos primeiros
estdgios de hidrdlise.

Véarios fatores tém influéncia sobre a formacdo de
produtos soluvels durante a hidrdélise do pescado. Os
principais fatores a considerar sdo o tipo de enzima, o
tipo de proteina e as condigdes de hidrdélise como pH,
temperatura, tempo de reacdo e relacdo enzima-substrato.

Muitos estudos tém demonstrado diferencas na
eficiéncia de véarias proteases sobre a hidrdlise das
proteinas do pescado. Embora sem comprovacgdo explicita, hé
uma tendéncia de se considerar as endopeptidases de baixa
especificidade (p. ex., protease de microorganismos), como
sendo mais eficazes na solubilizacdo das proteinas do
pescado do gque aquelas de alta especificidade, como a

Ttripisina. Contudo, varios estudos demonstram gue muitas
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Tabela 1- Atividades relativas de enzimas proteoliticas com
uma hora de hidrélise a 40°C e pH neutro. (Retirado de
Hale, 1972). 1- Atividade relativa é a razdo de peso (grama
de substrato/grama de enzima) na qual um terco do substrato
& digerido em wuma hora. 2- A digest@do com pepsina é

realizada em pH 2,0.

Enzima Comercial Concentracdo da |Atividade Relativa®
enzima (%)

Ficina Q5 900, 0
Pronase 0 2% 350,90
Pepsina® 0,39 - 260, 0
Bromelina 0,86 116,0
Papaina 1ol 2 | 89,3
Protease bacteriana 1 A23 81,0
Tripsina 1,45 : 69,0
Panol 17,50 67;:0
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3- MATERIAL E METODOS
3.1- Matéria-prima

A espécle utilizada neste trabalho foi o cacgéo
Ginglymostoma cirratum, obtido Jjunto & INTERFRIOS -
Intercadmbio Frios S/A (Fortaleza - Ceara).

Dos espécimes foram retirados os filés, parte
utilizada para a preparacdo do liofilizado e o restante

descartado.

3.2- Enzimas

As enzimas utilizadas foram: Protease fungal (P.4755) e
Pancreatina (P.1750), ambas da Sigma LST. Lowis, Missouri,

EUA.

3.3- Preparacao das amostras

Os filés foram cortados em pegquenos pedagoé, lavados
trés vezes por cinco minutos em agua gelada acidificada com
dcido acético glacial em pH 4,5 sendo entdo submetidos a
uma Uultima lavagem com &agua gelada sem &cido. As amostras

foram homogeneizadas com agua destilada na proporgado de 1:2
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(p/v) em liquidificador por 2 minutos; em seguida o pH do
homogeneizado foil ajustado para o pH o6timo de atuacdo de
cada enzima, utilizando-se um pH-metro modelo HIZ025 da
Hanna Instruments Inc., sendo 7,0 para a Protease fungal e

7,5 para a Pancreatina usando-se solucgdo 0,1N de NaOH.

3.4- Grau de hidrélise

Aos homogenatos foram adicionadas as enzimas
Pancreatina e Protease fungal nas concentracdes 0,1; 0,2;
0,3; 0,4 e 0,5% em relacdo ao substrato. A hidrdlise foi
realizada em triplicata, a 40°C para a Pancreatina e 37°C
para a Protease fungal; em um banho-maria com agitacdo
modelo 3540-1 da Lab-line Instruments Inc.. Nos tempos 5,
10, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos de reacdo, os pH’s foram
medidos e <reajustados para 7,5 e 7,0 respectivamente
usando-se NaOH 0,IN. O Grau de Hidrdélise foi determinado
para cada enzima em cada tempo de reacdo segundo Adler-—

Nissen & Olsen (19279) mediante a férmula:

GH Bx NB = .1 = I x 10O

MP (04 htot

onde: B = volume da base adicionada ( 1 )

NB = normalidade da base
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MP = massa de proteina da reacao ( kg )
1/a e 1/hior = constantes disponiveis em tabela de

referéncia.

3.5- Hidrolisado

Determinadas as condicgdes é6timas de hidrdlise (enzima,
concentracdo da enzima e tempo de reacdo) foram preparadas
3 amostras de hidrolisados utilizando-se 400 g de filé e
800 ml de agua destilada para cada amostra.

A enzima escolhida foi a Pancreatina, e as condigdes
de reacdo foram - Temperatura 40°C, pH 7,5 e tempo de
reacdo 60 minutos. A Pancreatina foi a enzima escolhida
devido a sua maior eficiéncia hidrolitica.

No final da reagdo a temperatura da mistura foi
elevada a 80°C por 15 minutos para que houvesse a

desativacdo da enzima. Em seguida, o hidrolisado foi
peneirado em malha 2mm, sendo o0s residuos descartados. O
filtrado foi congelado uniformemente em baldes volumétricos
de fundo chato usando-se um sistema refrigerado rotativo,
tendo o &lcool como solugdo de imersdo (-15°C) e efetuada a

liofilizacéo.
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3.6-Analises

3.6.1- Analise Quimica

A composigic quimica dos hidrolisades Ilipfilizados

constituiu-se das seguintes determinacgdes:

3.6.1.1- Umidade

Por dessecacdo a 100 - 105°C, até peso constante.

3.6.1.2- Gordura

Pelo ‘extrator «de Soxhlet; usando-se acetona como

solvente.

3.6.1.3- Cinzas

Através de incineracdo em forno mufla mod. 5-AV da

Eletro-Resistex Ltda. a 550°C durante 24 h.

Os métodos acima estdo detalhados em AQCAC (1980).
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3.6.1.4- Proteina

O nitrogénio total foi determinado pelo método
microKjedhal conforme citado por Baker (1961), o nitrogénio
ndo protéico foi determinado ©precipitando a proteina
através de TCA (&cido tricloroacético) a 10% e utilizando o
método microKjedhal.

Deste modo a proteina foi quantificada a partir do
nitrogénio protéico obtido através da subtracdo do
nitrogénio total pelo nitrogénio nao protéico,

multiplicando-se o resultado pelo fator 6,25.

3.6.2- Propriedades Funcionais

3.6.2.1- Indice de Solubilidade do Nitrogénio (INS)

O nitrogénio soluvel foi determinado segundo Adler-
Nissen & Olsen (1979). O material foi homogeneizado com
NaCl 0,2 M, ajustando o pH para 2, 5, 7 e 9, utilizando
solucédo de NaOH 0,1N ou HC1 0,1N; sendo agitado por 45
minutos em agitador magnético modelo 505 P da Cole-Parmer
Instrument Co., Chicago, IL, E.U.A, seguindo-se de uma
centrifugacdo a 3000 rpm X g em centrifuga Hermle mod. Z
360 K. No sobrenadante fol determinado o nitrogénio total

pelo método microkjedahl.
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O INS é calculado pela seguinte relacdo:

INS = % de nitrogénio soluvel x 100

% de nitrogénio total

3.6.2.2- Emulsificacgao

A capacidade de emulsificacdo foi medida pela adicédo
de 0,5g do liofilizado em uma mistura de 30ml de O6leo de
semente de algoddo e 60 ml de uma solugdo de NaCl a 3% com
homogeneizacdo constante através de agitador Cole-Parmer
505 P por 30 minutos, durante os quais foram adicionados
gradativamente mais 30 ml do &6leo de algoddo. A solugdo foi
colocada em um banho-maria a 85°C durante 15 minutos, apds
0os quais centrifugou-se a 3.000 rpm X g por 30 minutos. O
6leo foili coletado em uma proveta e a capacidade de
emulsificacdo fol expressa em ml por 0.5g de hidrolisado

(Rasek & Metz, 1973).

3.6.2.3- Umedecimento

O umedecimento foi determinado pelo método subjetivo
relatado por Dubrow et al., (1973). Esse método baseia-se
na velocidade em que as particulas se umedecem gquando em

contato com a &gua. Se estas se tornarem umidas dentro de
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30 segundos, o hidrolisado serad considerado "excelente™, se
for preciso uma suave agitacdo para umedecer as particulas
em 30 segundos, é considerado "bom", se as particulas
levarem até 5 minutos para umedecerem, considera-se
"regular" e acima de 5 minutos terd um grau pobre quanto ao

umedecimento.

3.6.3- Anadlise Microbioldgica

3.6.3.1- Obtencao das amostras

As amostras foram analisadas antes, durante e apds a
hidrdélise. Desse modo as amostras foram coletadas na
matéria “in natura” (cagdo cru); apds a lavagem com agua e
dcido contendo o material cortado em pequenos pedacos;
depois da hidrdlise (apds a desativacdo da enzima) e no
produto liofilizado. As anadlises consistiram em observar a
ocorréncia de Staphylococcus aureus o qual é indicio de
contaminagcdo no manuseio; contagem padrdo em placas (Cpp) e
determinacdo do numero mais provavel por 100 gramas do
material (NMP/100g) de coliformes totais e fecais presentes
em cada fase do processamento. Todas as anadlises foram
realizadas em duplicata, obtendo-se desta forma valores

médios de cada item acima mencionado.
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3.6.3.2- Diluicdo das amostras

Para cada amostra retirada nas diferentes etapas do
processamento, foi realizada uma série de diluicdes
decimais (10! a 107%), wutilizando-se como diluente uma

solucdo salina estéril a 0,85%.

3.6.3.3- Pesquisa de Staphylococcus aureus

No laboratérib foram pesados 50 g do cacédo, triturados
e liquidificados juntamente com 450 ml de solucdo salina
estéril a 0,85%, durante 2 minutos. O mesmo procedimento
foi utilizado homogeneizando-se 50 ml do homogenato e do
hidrolisado respectivamente. Quanto ao liofilizado, foi
pesado 1 grama e diluido em tubos contendo 9 ml de solucéo
salina a 0,85%.

Foram inoculados 0,2 ml de cada diluic&o em duplicatas
através do método “Spread plate” (uso de alca de Drigalski)
em placas contendo o meio Agar Baird-Parker (ABP), o qual é&
seletivo para S. aureus.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa onde
permaneceram por 48 h a temperatura de 37°C.

Foi realizada entdo a contagem para S. aureus em

placas que continham entre 20 e 200 UFC (ICMSF, 1978).
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3.6.3.4- Contagem padrdao em placas

A contagem padrdo em placas (Cpp) foi realizada
depositando-se 1 ml de cada diluicdo em placas de Petri
esterilizadas. Cobria-se o indculo com cerca de 15 ml do
meic Agar glicose-exirato de levedura-triptona (TGERA)
previamente fundido e resfriado. Em seguida foi feita uma
homogeneizacdo através de movimentos circulares sobre a
bancada. Apdés a solidificagdo do meio, as placas foram
incubadas por 24 h em estufa a 35°C, quando entdo foram
escolhidas as que apresentaram entre 30 e 300 coldnias para
contagem em contador de coldnias Phoenix modelo ZC 550. O
valor médio encontrado foi multiplicado pelo inverso do
fator de diluic&o correspondente, a fim de se obter o
nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) por ml ou

grama da amostra.

3.6.3.5- Coliformes

3.6.3.5.1- Prova presuntiva

Em uma série de 3 tubos de cada diluicdo contendo

aproximadamente 10 ml de Caldo Lauril Sulfato (CLS) e tubos

de Durhan invertidos, foi inoculado 1 ml de cada uma das
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diluicdes anteriormente descritas em cada fase do
processamento (figura 1), sendo feita posteriormente uma
incubacdo em estufa a 35°C durante 24 h. Decorrido esse
tempo, os tubos foram retirados da estufa e considerados
positivos aqueles due apreéentavam. bolhas nos tubos de

Durhan.

3.6.3.5.2- Prova confirmatdria

Dos tubos que apresentaram resultados positivos na
prova presuntiva foram feitas inoculacdes em tubos contendo
caldo Bile Verde Brilhante (BVB), contendo tubos de Durhan
invertidos. O resultado fol considerado positivo quando o

tubo apresentava formacdo de bolhas nos tubos de Durhan
apds incubacdo por 24 h a 35°C, indicando a ocorréncia de

coliformes totais.
3.6.3.5.3- Coliformes fecais

Dos tubos que apresentaram resultados positivos na
prova presuntiva, foram retirados indéculos e adicionados a
tubos contendo meio EC e tubos de Durhan invertidos, sendo

considerado o resultado positivo gquando apresentavam



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

~

Os dados de graus de hidrélise referente & agdo das
enzimas Pancreatina e Protease fungal sobre o musculo
homogeneizado do cacéo Ginglymostoma cirratum sao
apresentados nas tabelas 2 e 3 e nas figuras 2 e 3.
Observa-se que o grau de hidrdélise usando-se Pancreatina é
sempre maior gque aquele produzido pela Protease fungal. O
grau de hidrdlise, em ambos o0s casos, cresce com o aumento
da concentracdo da enzima e com o tempo de reacdo, sendo
que a taxa de aumento diminui ao longo do tempo de reagédo.
Considerando-se o grau de hidrbélise proveniente do uso da
Pancreatina observa-se uma semelhanca dos valores para as
concentracdes 0,4 e 0,5% de enzima (Tabela 2, Figura 2). A
escolha da Pancreatina como a melhor enzima fol baseada no
seu maior poder hidrolitico, sendo que a concentracédo 0,4%
praticamente fornece o mesmo grau de hidrdélise que na
concentracdo de 0,5% no tempo de reacdo de 60 minutos.

Os hidrolisados liofilizados foram entdo preparados
nas condigdes Otimas de reagdo, gquals sejam: enzima -
Pancreatina; tempo de reacdo - 60 minutos; e concentracéo
de enzima - 0,4% em relacdo ao substrato.

A composigdo quimica dos hidrolisados liofilizados
encontra-se na tabela 4. A umidade vwvariou do minimo de

3,70% a 4,60% com uma média de 4,03%. O percentual de
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cinzas wvariou entre 6,90% e 8,70% com um valor médio de
7,93%. A amplitude de variacdo da gordura foi de 3,80% a
6,0% com uma média de 5,13%. O teor de proteina foi o que
menos variou nas trés amostras, alcancando um maximo de
83,30% e o minimo de 82,50% com uma média de 82,920%. 0O alto
teor de ©proteina do hidrolisado confere-lhe grande
importédncia nutricional, sendo mais elevado do que muitos
outros produtos similares (Tarky et al., 1973, Rodrigues et

al., 1989), e semelhante ao encontrado por Gurgel (1985).
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Tabela 2- Valores médios do Grau de Hidrdélise nos 3 experimentos
utilizando <como enzima Pancreatina e o musculo do cagdo

Ginglymostoma cirratum como substrato.

Tempo de Concentracdo de Pancreatina (% - enzima/substrato)
Reacgéo 0,0% 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5%
(min) Grau de hidrélise (%)
5 0,12 1,89 2,50 4,25 5; 90 By 69
10 0,12 1,87 4,56 7,06 9,42 L1 35
(R Q12 2,17 6, 36 8,22 12,26 13, 63
30 0,12 3; 70 9,10 1125 1555 16,87
60 0,38 6; 69 ALt T 14,91 18,71 20,22
90 0,38 8,61 15,21 17,02 21,18 22,74
120 0,38 10;16 17386 20,85 22,88 24,86




Tabela 3- Valores médios do Grau de Hidrdélise nos 3 experimentos
utilizando como enzima Protease e o misculo do cacdo Ginglymostoma

cirratum como substrato.

Tempo de Concentragdo de Protease (% - enzima/substrato)
Reagdo 0,0% 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5%
(min) Grau de hidrélise (%)
5 0,20 0,54 0;91 1,04 1,25 Lz 38
10 ;27 9, 99 1,20 1,58 1,85 2,24
15 0, 32 1,318 1,90 Zey 0. 2,55 3,00
30 0,38 Lp BT 2,34 Lk By 5l 4,09
60 0456 254 3,10 3,76 4,69 5,44
90 0,61 2,862 s 12 4,07 S 6,63
120 0,69 3,08 4,29 5,86 6, 26 Vin' 96
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Grau de Hidroélise (médio) - Pancreatina

—e—0,00%
—=—0,10%

0,20%
——0,30%
—¥—0,40%
—ea—0,50%

Grau de Hidrélise (%)

N e

0 5 10 15 30 60 90 1

Tempo (min)

Figura 2- Valores médios do Grau de Hidrdélise nos 3
experimentos utilizando como enzima Pancreatina e como

substrato o musculo do cagac Ginglymostoma cirratum.
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Grau de Hidrolise (médio) - Protease

3 —e—0,00%
@ —=—0,10%
g 0,20%
b=

= —<—0,30%
Q

2 —%—0,40%
g —e—0,50%

0] 5 10 15 30 90 120

Tempo (min)

Figura 3- Valores médios do Grau de Hidrdélise nos 3
experimentcs utilizando como enzima Protease e como

substrato o musculo do cagdo Ginglymostoma cirratum.




Tabela 4- Composicgéo

cacdo Ginglymostoma cirratum.

quimica dos hidrolisados

41

liofilizados do

Amostra Umidade Cinzas Gorduras Proteinas
(%) (%) (%) (%)
Lipfilizado 1 4,60 8,70 3,80 82,90
Liofilizado 2 300 8,20 5,60 82,50
Liofilizado 3 3,80 6,90 6,00 83,30
Média 4,03 7;93 5,13 82,90
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Os valores do indice de solubilidade do nitrogénio,
capacidade de emulsificacé&o e o umedecimento estd@o contidos
na tabela 5. Observa-se que todas as amostras foram
consideradas: "excelentes"” para o critério umedecimento, o
qual revela que as amostras quando em contato com a &agua
umedecem-se no tempo inferior a 30 segundos. A capacidade
de emulsificacdo praticamente ndo variou entre as amostras,
atingindo um valor médio de 11,3ml de &leo por 0,59 da
amostra. A solubilidade do nitrogénio apresentou maior
indice quando o hidrolisado liofilizado estava no pH 7,0 e
menor nos pH’'s 2,0 e 9,0, embora as diferengcas sejam
minimas (Tabela 5, Figura 4). Valores semelhantes foram
encontrados por Vieira et alli (1995,) em hidrolisados de

carne de cabeca de lagosta.



Tabela 5- Propriedades funcionais do hidrolisado licofilizado do muasculo

do cacédo Ginglymostoma cirratum.

Indice de solubilidade do Capacidade Umedecimento
Nitrogénio (%) de

Liofilizado PH emulsificagdo

2.0 5.8 1.8 9.0 (ml/0,5q)
Amostra 1 86.8 86.8 86.8 81.1 11.0 Excelente
Amostra 2 70.0 70.0 76.0 70.0 11.0 Excelente
Amostra 3 81«1 86.8 6.8 | 86.8 1240 Excelente
Média 79.3 81.2 B83.2 | 79.3 x y O -




Os dados relativos as andlises microbioldgicas estéo
contidos na tabela 6. Nota-se que, de uma maneira geral, os
valores médios encontrados em pesquisas de Staphylococcus
aureus e contagem padrdo em placas, bem como o nlUmero mais
provavel de bactérias coliformes por 100g de material,
apresentaram valores decrescentes a medida em gque se
realizam as diversas fases do processamento, atingindo
niveis elevados nas etapas iniciais e valores menores no
decorrer da elaboracdo do produto liofilizado, devido
principalmente, ao processo de cocgdo no momento da
desativacdo da enzima quando termina a hidrdlise.

A Portaria de n° 001 de 28 de Jjaneiro de 1987, da
Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitdria de Alimentos néo
faz referéncia a qualquer bactéria que tenha importéncia na
salde publica para produtos 1liofilizados de pescado.
Entretanto, segundo Banwart (1979) apud Leitdo (1988), o
alimento poderd provocar intoxicacdes no consumidor gquando
a populacdo de S. aureus no alimento atingir um numero na
ordem de 10° a 10° UFC/g ou superiores a 10°/g (ICMSF,
1978). Em razdo dos valores de UFC/g da bactéria
encontrados nas amostras, J& anteriormente citadas terem
sido baixos, fica dificultada a formacdo da toxina.
Entretanto o crescimento de S. aureus é facilitado pelo
aumento da temperatura, uma Vvez gque a bactéria é

mesofilica. Sendo assim, a ndo observancia de refrigeracédo



47

Tabela 6- Valores médios em contagens de Staphylococcus aureus;
Contagem padrdo em placas (Cpp) e Nuamero Mais Provavel (NMP) de
coliformes/100g de amostra presentes em diferentes etapas do

processamento do musculo do cag¢do Ginglymostoma cirratum. A =

auséncia.
Amostras | S. aureus Cpp Coliformes Coliformes
(UFC/g) (UFC/q) Totais Fecais
Cacao 1 100 8600 NMP > 2400 0
2 50 1160 NMP > 2400 0
3 60 2050 NMP > 2400 0
Homogeneizado 1L 50 990 NMP > 2400 0
2 A 870 NMP > 2400 0
3 10 170 NMP > 2400 0
Hidrolisado 1 100 890 NMP = 43 0
2 A 30 NMP = 04 0
3 10 170 NMP = 150 0
Liofilizado 1 A 210 NMP = 150 0
2 20 380 NMP = 460 0
3 10 220 NMP = 04 0
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Os testes para Cpp de microorganismos aerdbios
restritos e facultativos vidveis apresentaram valores que
variaram entre 0,3 x 10° a 86 x 10° UFC/g. Este teste foi
retirado da legislacdo vigente para pescados, entretanto,
ainda é usado na inddstria quando se quer acompanhar a
qualidade e o grau de sanitizagdo de um produto em um
determinado processo industrial.

Na tabela 6 & possivel se observar valores iniciais
que, ao longo do processamento, foram decrescendo. Esses
numeros foram diminuidos principalmente pelo uso de calor
na etapa de hidrdlise (desativacdo da enzima). Em duas
amostras, da fase de hidrdlise para a fase de liofilizacgdo,
houve um ligeiro acréscimo na carga bacteriana, talvez
devido a alguma contaminacdo gque por ventura possa ter
ocorrido, mas por ser tdo pequena, ¢é ©perfeitamente
contorndvel quando se compara os dados iniciais e finais do
processamento do produto.

Pela mesma tabela pode-se constatar que embora os
coliformes totais atinjam valores acima de 2400 por 100g de
material no inicio do processo, os obtidos para coliformes
fecais foram sempre nulos. O ntmero de coliformes totais, a
exemplo das contagens de outros pardmetros microbioldgicos
estudados, sempre tendeu a diminuir do inicio para o final
do processamento. Por ser Escherichia coli tipicamente

fecal (Hagler & Hagler, 1988), esta é a bactéria que se



5- CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelo presente trabalho nos

permite tirar as principais conclusdes gque se seguem:

5.1- A enzima escolhida para este estudo foi a

Pancreatina devido & sua maior capacidade hidrolitica.

5.2- As condicgdes oOtimas para a hidrdélise enzimética
foram: temperatura 40°C; pH 7,5; tempo de reacdo 60

minutos e concentracdo da enzima 0,4%.

5.3- Os teores de proteina variaram entre um valor maximo
de 83,3% e um valor minimo de 82,5% com uma média de

82,9%, comprovando o alto valor protéico do produto.

5.4- Os teores de gordura apresentaram um valor minimo de

3,8

o°

e valor méximo de 6,0%, com média de 5,13%, sendo

esta uma boa porcentagem para o produto final.

5.5- A umidade variou entre 3,7% e 4,6%, com um valor
médio de 4,03%. O baixo contetdo de umidade é um fator

limitante para a proliferacdo bacteriana.



5.6- O contetdo de cinzas teve uma variacdao entre 6,9% e
8,7%, apresentando um valor médio de 7,93%, o que indica

uma boa presenca de minerais no produto.

5.7- 0Os valores médios do indice de solubilidade do

nitrogénio foram mais elevados em pH 7,0, atingindo

83,2%.

5.8- A capacidade de emulsificacdo atingiu um valor médio
eéntre as amostras de 11,3 ml de o6leo por 0,5 g de

material.

5.9- 0O teste de umedecimento teve como resultado o

conceito “excelente” para todos os produtos elaborados.

5.10- Os dados relativos a Contagem padriéo em placas das

amostras variaram entre 0,3 x 10° e 86 x lOZUFC/g.

5.11- O NMP de Dbactérias coliformes totais atingiu um
valor méximo acima de 2400/100g de material analisado.
Ndo houve ocorréncia de bactérias coliformes de origem

fecal em nenhuma das amostras analisadas.
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6- RESUMO

Grande quantidade de material oriundo da indastria
pesqueira ¢é desperdicada ou sub-utilizada. A partir do
aproveitamento de matéria-prima disponivel e né&o utilizavel
(p. ex. espécies de baixa aceitagdo comercial, fauna
acompanhante da pesca do camardo e cefalotdérax de lagosta),
pode-se obter hidrolisados protéicos com vistas a
utilizacdo mno enriquecimento da alimentacdo infantil e
dietas de pessoas carentes, principalmente na nossa regiao
nordestina, onde a caréncia de proteina de boa qualidade é
a principal causa de desnutrigcdo na classe pobre. A
alimentacdo caracteristica de criancas pobres & a base de
caiboidratos, 0O gque ndo supre o organismo de suas
necessidades protéicas. Sendo assim, o presente trabalho
pretende avaliar, sob o ponto de vista quimico e
microbloldégico, © Pproduto obtide através da hidrélise
enzimdtica do musculo do cagdo Ginglymostoma cirratum, para

posterior utilizagdo em dietas alimentares.
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